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Vorrichtung und Verfahren zur simultanen Durchfiihrung 
von Blutgruppenbestimmung, 
Serumgegenprobe und Antikftrpersuch-Test 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fur Lateral-Diagonal-Fluss Multiparame- 
ter Tests, insbesondere auf den Gebieten der Immunhamatologie und der Infekti- 

10 onsserologie, zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen meh- 
rerer Analyten in einer flUssigen Probe, umfassend mindestens eine Membran mit 
einer Aufgabezone zum Auftragen der fltissigen Probe, mindestens zwei Indika- 
torzonen, die mit dem/den Analyten in Wechselwirkung treten kfinnen und min- 
destens einem Absorptionsbereich, welcher die Flussigkeit nach Passieren der 

15 Indikatorzonen aufiiimmt, wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone 
und dem Absorptionsbereich liegen, dadurch gekennzeichnet, dass die FlieBrich- 
tungen von der Aufgabezone durch die jeweiligen Indikatorzonen zum Absorpti- 
onsbereich (FlieBspuren) im Wesentlichen parallel sind und mindestens zwei un- 
terschiedliche FlieBspuren vorliegen. 



Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten in 
einer fltissigen Probe, umfassend das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone 
einer Membran der erfindungsgemSBen Vorrichtung, wobei diese Probe in ausrei- 
chender Menge vorliegt, urn die Probenfttissigkeit dazu zu veranlassen, in Rich- 
25 tung Absorptionsbereich durch die Indikatorzonen zu flieflen und urn die Analyten 
oder ihre Derivate in der Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikator- 
zonen einen Komplex zu bilden, insbesondere zur simultanen Bestimmung von 
zelluiaren und plasmatischen Parametern, vorzugsweise zur simultanen Durchfiih- 
rung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorper- 



20 
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such-Test sowie zur simultanen Durchflihrung von Blutgnippenbestimmung und 
Bestimmung transfusionsrelevanter infektionsserologischer Marker sowie zur 
simultanen Durchflihrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung von 
Antikorpern, die gegen andere Blutzellen als Erythrozyten gerichtet sind, insbe- 
sondere anti-Thrombozyten und anti-Lymphozyten Antikorper. 

Urn Komplikationsrisiken z. B. bei einer Transfusion, insbesondere Blutgruppe- 
nunvertraglichkeiten, viralen und/oder bakteriellen Kontaminationen, vorzubeu- 
gen, werden bekanntermafien verschiedene Labortests am Spender- und Patien- 
tenblut vorgenommen zur Bereitstellung von Komponenten, die mit dem Rezi- 
pienten blutgruppenserologisch kompatibel sind und frei von bekannten iibertrag- 
baren Pathogenen sind. Die jeweiligen serologischen Tests beinhalten in der Regel 
die Blutgruppenbestimmung beim Spender und Empfinger, insbesondere von 
Blutgruppen der Blutgruppensysteme ABO, Rh und Kell, Serumgegenprobe beim 
Spender und Empfanger, Antikorpersuche nach irregularen Antikorpern, beim 
Spender und Empfanger sowie Antikoiperidentifizierung beim Empfanger bei 
Vorliegen irregularer AntikOrper. Der Nachweis von Antikorpern gegen Throm- 
bozyten und/oder Lymphozyten wird im Zusammenhang mit Transfusionen und 
Transplantationen ebenfalls durchgeftlhrt. 

Infektionsserologische Tests am Spender umfassen bekanntermafien die routine- 
maBige Bestimmung von Antikorpern insbesondere gegen HF/-1, HIV-2, gegen 
HCV, gegen Treponema pallidum (Syphilis), sowie die Bestimmung des Hepatitis 
B Oberflachen-Antigens (= HbsAg: Hepatitis surface Antigen). 

In der blutgruppenseroiogischen Diagnostik werden allgemein Parameter nach- 
gewiesen, die besonders im Zusammenhang mit Transfusionen bzw. dem Morbus 
Hamolyticus Neonatorum (Mhn) von Bedeutung sind. Dabei handelt es sich unter 
anderem urn den Nachweis von Antigenen auf der Oberflache der Erythrozyten, 
die fur die Blutgruppen charakteristisch sind (Blutgruppenbestimmung). Weitere 
wichtige Antigensysteme befinden sich auch auf Thrombozyten, Granuiozyten, 
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Lymphozyten, die ebenfalls bei Transfusion und Transplantation eine Rolle spie- 
len. Bei Thrombozyten-und Granulozyten-Antigenungleichheit zwischen Mutter 
und Fotus kann es zu Mbn vergleichbaren Krankheitsbildern am Neugeborenen 
kommen. Ferner handelt es sich urn den Nachweis von regularen Blutgruppen- 
5 Antikorpern (Isoagglutinine) und urn den Nachweis von irregularen Blutgruppen- 
Antik8ipern im Serum oder Plasma. 

Die Isoagglutinine oder regularen Antikorper werden von alien Menschen 
Mhzeitig nach der Geburt erworben und korrespondieren zur jeweiligen Blut- 

10 gruppe des ABO-Systemsr Sie sind gegen diejenigen Blutgruppenantigene A bzw. 
B, die dem Individuum selbst fehlen, gerichtet, d. h. Personen mit Blutgruppe A 
haben anti-B, Personen mit Blutgruppe B haben anti-A, Personen mit Blutgruppe 
0 haben anti-A und anti-B; Personen mit Blutgruppe AB haben keine Isoaggluti- 
nine. Die regularen Antikorper werden auch „komplett" genannt, weil sie E- 

15 rythrozyten im NaCl-Milieu direkt agglutinieren konnen. 

Die irregularen- oder AlloantikSrper werden im Gegensatz zu den Isoagglutini- 
nen durch spatere hnmunisierungen erworben, v. a. durch Transfusion oder 
Schwangerschaft. Deshalb haben die meisten Menschen keine irregularen 
BlutgruppenantikSrper. Die transfusionsrelevanten irregularen AntikSrper sind in 

20 der Regel warmereaktiv und gehoren (iberwiegend der IgG-Klasse an. Sie sind im 
Gegensatz zu den regularen Antikorpern im NaCl-Milieu nicht in der Lage, E- 
rythrozyten direkt zu agglutinieren. 

Bekanntermafien werden zur Blutgruppenbestimmung die Erythrozyten der zu 
25 testenden Person (Spender oder EmpfSnger) mit Reagenzien, welche blutgruppen- 
spezifische Antikorper enthalten, zusammengebracht. Ubhcherweise handelt es 
sich urn Fiussigkeitstests, bei denen durch Mischen einer Erythrozyten-haltigen 
Probe mit einer Probe, welche Antikorper enthait, die gegen ein bestimmtes Blut- 
gruppenmerkmal gerichtet sind, ein Testansatz hergestellt wird. Der Testansatz 
30 wird dann uber einen definierten Zeitraum und unter definierten Bedingungen 
inkubiert und nach Abschluss der Inkubation oder direkt oder nach einem Zentri- 
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fugationsschritt entweder visueU oder mit optischen Methoden auf eine eventuelle 
Agglutination oder Adsorption der Erythrozyten uberpruft. Die vorherrschende 
Endpunktmessung in der Blutgruppenserologie ist nach wie vor die Hamaggluti- 
nation. Fiir jede zu bestimmende Blutgruppe muss ein eigener Ansatz pipettiert 
5 werden, d. h. z. B. die Bestimmung der 9 wichtigsten Blutgruppen A, B, D, C, c, 
E, e, CwundK erfordert ohne Kontrolle 9 getrennte Ansatze. 

Fur die Serumgegenprobe werden bekanntennaBen Zellreagenzien mit bekannter 
ABO-Blutgruppe (Al, A2, B, 0) verwendet, welche mit dem Serum oder Plasma 
10 der zu testenden Person inkubiert werden. Nach einem Zentrirugationsschritt wird 
visueU bzw. mit optischen Methoden auf eine eventuelle Agglutination der E- 
rythrozyten hin uberpruft. Ftlr eine Serumgegenprobe mit den 4 genannten Test- 
zellen mussen herkSmmlicherweise 4 Ansatze pipettiert werden. 

15 Fur die Suche nach irregularen Antikorpern werden bekanntermafien Panel 
bestehend aus normalerweise 2 oder 3 Blutgruppe 0-Zellen verwendet, deren 
kombiniertes Antigenprofil die wichtigsten Antigene, insbesondere der Blutgrup- 
pensysteme Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, P, Lewis, Lutheran enthalt. Das Zellre- 
agenz wird mit dem Serum oder Plasma der zu testenden Person zusammenge- 

20 bracht, inkubiert und nach einem Zentrifugationsschritt visuell bzw. mit optischen 
Methoden auf eine eventuelle Agglutination der Erythrozyten uberpruft. Ftlr die 
Bestimmung einer Patientenprobe mussen 2 bis 3 Ansatze pipettiert werden. 

Fiir die Identifikation der irregularen Antikorper, die in der Regel nach einem 
25 positiven AntikSrper-Suchtest erfolgt, werden Panel bestehend aus bis zu 16 Blut- 
gruppe 0-Zellen verwendet, deren Antigenprofile die wichtigsten Antigene, insbe- 
sondere der Blutgruppensysteme Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, P, Lewis, Luthe- 
ran, in genau abgestimmter Weise abdecken. Das Zellreagenz wird mit dem Se- 
rum oder Plasma der zu testenden Person zusammengebracht, inkubiert und visu- 
30 ell bzw. mit optischen Methoden auf eine eventuelle Agglutination der Erythro- 
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zyten tiberpriift. Fur die Bestimmung einer Patientenprobe mttssen bis zu 16 An- 
satze pipettiert werden. 

Da die meisten transfusionsrelevanten irregularen Antikorper vom IgG-Typ und 
deshalb inkomplett sind, mussen die fur die AntikSrpersuche und-identifikation 
5 beschriebenen Reaktionen in der Regel verstarkt werden, urn den Endpunkt Ha- 
magglutination nachweisen zu konnen. Gebrauchlichstes Reagenz ist hierbei ein 
polyklonales anti-Humanglobulin-Antikorperreagenz, dem Mufig and- 
Komplement AntikSrper zugesetzt sind (typischerweise anti-C3d und/oder anti- 
C3b). 

10 

Eine gebrauchliche Methode zum Nachweis von Thrombozyten-Antikorpern ist 
der sogenannte MAIPA-Test (Monoclonal Antibody Immobilisation of Platelet 
Antigens). Hierbei werden Test-Thrombozyten mit dem zu testenden Serum inku- 
biert. Nach einem Waschschritt wird mit einem monoklonalen z. B. Maus- 

15 Antikorper, der fur ein bestimmtes Thrombozyten-Glykoprotein spezifisch ist, 
inkubiert. Die Thrombozyten werden daraufhin lysiert und das verdUnnte Lysat 
wird in ein mit z. B. Ziege anti-Maus Antikorpern beschichtetes Reaktionsgefess 
einer Mikrotiterplatte gegeben. Der Ziege anti-Maus Antikorper bindet den Maus- 
Antikorper und den daran befindlichen Thrombozytenglykoprotein- 

20 Humanantikorper-Komplex. Der humane Antikorper wird durch Zugabe eines 
Enzym konjugierten Ziege anti-human IgG nachgewiesen. 

Mit herkommlichen diagnostischen Tests konnen nur entweder zellulMre oder 
plasmatische Parameter bestimmt werden. Zur Bestimmung von Blutbestandteilen 
25 mussen grundsatzlich zuvor Zellen und Plasma getrennt werden. 

Lateral-FIuss-Tests fmden heute vielfach Anwendung als Schnelltests, z. B. als 
Schwangerschaftstests, zur Bestimmung von Infektionsmarkern oder als Drogen- 
screen. Eine Lateral-Fluss-Test Anordnung besteht bekanntermafien aus einem 
30 festen Trager, auf dem eine Aufgabezone fur die zu untersuchende Probe aufge- 
bracht ist, eine Trenmnembran, auf der Bindungselemente, z. B. FSngerantikorper 
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bzw. -antigene gebvmden sind und auf der sich Bindungsreaktionen nachweisen 
lassen und tin saugfahiger Absorptionsbereich, der die zu untersuchende Probe 
linear durch die Trennmembran flieBen lasst. 

Testmembranen herkommlicher Lateral-Fluss-Tests werden in der Regel mit 
5 chromatograpbie-ahnlicher Auftrennung beschrieben. Der Analyt in der Probe 
bindet spezifisch an die in einer Membran befestigten Bindungselemente, die in 
der Regel in bintereinanderliegenden bzw. ubereinanderstehenden Banden ange- 
ordnet als Indikatorzonen vorliegen. Der Bindungskomplex wird durch Indikator- 
partikel sichtbar gemacht, welche in der Regel in einem Konjugat-Freisetzungs- 
10 Pad eingetrocknet in der Anordnung bereits vorliegen. Das Konjugat- 
Freisetzungs-Pad ist zwischen Aufgabezone und Membran angebracht. Die vorbe- 
scbichteten farbigen Indikatorpartikel sind beispielsweise mit einem gegen den 
gesuchten Analyten gerichteten AntikOrper beschichtet. 

Das iibliche Lateral-Fluss-Test-Format ist das tines sogenannten „Sandwich- 
15 Assays", bei dem sowohl die Indikatorzone als auch die Indikatorpartikel mit ge- 
gen den gesuchten Analyten gerichteten Liganden, normalerweise ein Antikor- 
pern, belegt sind. Dabei ist der Ligand (Bindungselement) an die Membran im- 
mobiUsiert. Das Detektor-Reagenz, normalerweise ein AntikSrper, welcher an 
gefarbte Polystyrol-Partikel oder kolloidale Metalle gebunden ist, ist im Konjugat- 
20 Freisetzungs-Pad auswaschbar deponiert. Dieser Bindungskomplex dient als Indi- 
katorpartikel. Nach Auftragen der zu untersuchenden Probe benetzt diese sehr 
schnell das Konjugat-Freisetzungs-Pad, wodurch die Indikatorpartikel mobilisiert 
werden. Die Indikatorpartikel migrieren mit der Flussigkeitsfront entlang der po- 
rosen Membran. Ein in der Probe befindlicher Analyt wird durch den Antikorper, 
25 der an das Indikatorpartikel gekoppelt ist, gebunden. Wenn die Probe die Indika- 
torzone passiert, wird der Analyt/Indikatorpartikel-Komplex in der Indikatorzone 
durch Reaktion des Analyten mit dem in der Indikatorzone gebundenen Antikor- 
per immobilisiert, was zu einem sichtbaren Signal fuhrt. 

Ein weiteres bekanntes Testformat fur kleine Analyten mit nur einer einzigen an- 
30 tigenen Determinante, die nicht gleichzeitig zwei Antik6rper binden kann, ist der 



WO 2005/005986 



PCT/EP2004/007525 



-7- 

sogenannte „Kompetitions-Assay". Das an die Indikatorpartikel gebundene De- 
tektor-Reagenz ist normalerweise ein dem Analyten identisches oder analoges 
Molekul. Die Indikatorpartikel sind im Konjugat-Freisetzungs-Pad deponiert. Die 
Indikatorpartikel migrieren mit der Fliissigkeitsfront entlang der porQsen Mem- 
5 bran. Wenn die Probe, die Analyt enthalt, und die Indikatorpartikel (die effektiv 
ebenfalls Analyt enthalten) die Indikatorzone passieren, bindet ein Teil der Ana- 
lytmolekule in der Probe und ein Teil der Indikatorpartikel. Je mehr Analyt sich in 
der Probe befindet, umso effektiver wird er mit der Bindung der Indikatorpartikel 
kompetieren, umso schwacher wird das Signal 

10 

BekanntermaBen sind diese Indikatorpartikel ubenviegend aus kolloidalem Gold 
oder aus Polystyrol, die mit dem Fachmann bekannten Methoden hergestellt und 
beschichtet werden. In den typischen Lateral-Fluss-Tests Formaten werden die 
Analyten indirekt bestimmt. Unter direkter Bestimmung eines Analyten wird hier 

15 verstanden, dass der Analyt bereits an das Indikatorpartikel (z. B. Erythrozyt) na- 
turlich gebunden ist In dem gebrauchlicheren Fall der indirekten Bestimmung des 
Analyten enthalt die zu testende Probe in der Regel eine nicht zellular gebundene, 
z. B. plasmatische Komponente als Analyten und es werden neben der zu testen- 
den Probe zwei Reagenz-Komponenten benStigt, namlich Indikatorpartikel und 

20 Bindungselement. Bei der indirekten Bestimmung bindet der Analyt zunachst an 
die aus dem Konjugat-Freisetzungs-Pad herausgelosten Indikator-Partikel, bevor 
dieser Komplex dann durch eine zweite Reaktion mit dem Bindungselement in 
den Indikatorzonen immobilisiert wird. 

25 Bei der Verwendung herk5mmlicher Lateral-Fluss-Tests mit Erythrozyten 

als Indikatorpartikeln, die die zu bestimmenden Analyten, beispielsweise Bhit- 
gruppen-spezifische Antigene, gebunden haben, werden bislang in den Indikator- 
zonen Antikorper gegen korrespondierende Blutgruppenantigene als Bindungs- 
elemente in hintereinanderliegenden bzw. ttbereinanderstehenden Banden nur 
30 einer FlieBspur angeordnet, wie zum Beispiel anti-A, anti-B gegen die Blutgrup- 
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pen-Antigene A bzw. B oder Antikdrper gegen Antigene des Rh Blutgruppensys- 
terns. Dabei weisen herkommliche Lateral-Fluss-Tests den Nachteil auf, dass die 
an die Antikorper gebundenen Erythrozyten eine Flussbarriere fur die weiter zu 
untersuchenden Analyte, beispielsweise weitere Zell-assoziierte Antigene, in einer 

5 Probe bilden. Durch Agglutination oder Adsorption von Zellen in einer proximal 
zur Aufgabezone liegenden Bande von Bindungselementen konnen sich weitere 
Analyten, insbesondere Zellen bzw. Zellfragrnente, in der zu untersuchenden Pro- 
be nicht weiter ungehemmt und sichtbar auftrennen und konnen folglich nicht 
eindeutig bzw. vollstandig nachgewiesen werden. Dies kann z. B. bei einer Per- 

10 son, die Blutgruppe AB Rh D positiv ist, zu einer Abschwachung bzw. Eliminie- 
nmg der B- und der D-Bande fuhren, was zu einer Fehlinterpretation im Sinne 
von Blutgruppe A Rh negativ fuhren kfinnte. Bislang konnten deshalb speziell in 
der blutgruppenserologischen Diagnostik keine Lateral-Fluss-Test mit mehr als 
einer Indikatorzone angewendet werden. Fiir die Messung mehrerer, insbesondere 

15 zellularer und plasmatischer Blutgruppenparameter mussen bislang Einzelpara- 
meter-Tests separat durchgeftihrt werden. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die im Hinblick auf den Stand der Technik ange- 
fuhrten Nachteile, insbesondere die der hintereinanderliegenden bzw. iiberlagern- 
20 den Indikator- bzw. Nachweiszonen herkdmmlicher Lateral-Fluss-Tests, fiir eine 
gleichzeitige Messimg verschiedener Proben-Parameter, insbesondere von zellula- 
ren und plasraatischen Parametern, zu iiberwinden. 

Die Aufgabe ward erfindungsgemafi gelSst zum einen durch eine Vorrichtung 

25 zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen eines oder mehre- 
rer Analyten in einer flussigen Probe oder mehrerer fltissiger Proben, die mindes- 
tens eine Membran umfasst mit einer Aufgabezone zum Auftragen der flussigen 
Probe, mindestens eine Gruppe von mindestens zwei Indikatorzonen, die mit 
den/dem Analyten bzw. mit denen Analyten in Wechselwirkung treten k6nnen 

30 und einem Absoiptionsbereich, welcher die Fltlssigkeit nach Passieren der Indi- 
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katorzonen aufnimmt, wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone und 
dem Absoiptionsbereich liegen, dadurch gekennzeichnet, dass die FkeBrichtungen 
von der Aufgabezone durch die jeweiligen Indikatorzonen einer Gruppe zu einem 
Absoiptionsbereich, welche FlieBspuren darstellen, im Wesentlichen parallel sind 
5 und mindestens zwei unterschiedliche FlieBspuren vorliegen. 

Die Indikatorzonen der erfindungsgemaBen Vorrichtung befinden sich auf der 
Membran und umfassen Bindungselemente, die die zu bestimmenden Analyte in 
der Probe abfangen bzw. binden. In den Indikatorzonen werden die Bindungsre- 
10 aktionen zwischen Analyt und Bindungselement nachgewiesen. Als besonders 
bevorzugte Bindungselemente werden Antikorper bzw. Antikorperfragmente, 
Lektine, Antigene bzw. Antigen-Epitope und/oder Zellen bzw. Zellfragmente an 
der por5sen Membran angebracht. Die Indikatorzonen umfassen vorzugsweise 
jeweils ein Bindungselement gegen einen zu untersuchenden Analyten. 

15 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung sind die Indikatorzonen so angeord- 
net, dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone 
durchstromt. Beispielhaft sind die Indikatorzonen versetzt auf der Membran an- 
geordnet. Die Anordnung der Indikatorzonen ist dabei vorzugsweise in einer von 
20 proximal nach distal oder umgekehrt diagonal verlaufenden Reihe ausgestaltet. 
Besondere Ausfuhrungsformen sind V-fdrmig, W-, M-, oder N-fdrmig oder um- 
gekehrt V-fbrmig, W-, M-, oder N-fSrmig ausgestaltet. In einer weiteren Ausfuh- 
rungsform sind die Indikatorzonen parallel nebeneinander versetzt in einer linea- 
ren Reihe angeordnet. 

25 Die EinfUhrung versetzter Indikatorzonen macht eine Multiparametertestung mit 
Erythrozyten als Indikatorpartikeln in einer lateralen Anordnung erst mfigUch. Die 
besonders bevorzugte Ausfuhrungsform einer diagonalen Anordnung hat den 
Vorteil, dass die Bezeichnung der Ergebnisse besonders praktisch und leicht ab- 
lesbar auf die erfindungsgemaBe Anordnung aufgebracht werden kann, da jeder 

30 nachzuweisende Parameter eine definierte X- und Y-Position aufweist, betrachtet 
man die Anordnung der erfindungsgemaBen Vorrichtung als ein Koordinatensys- 
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tem mit Ordinate (Ebene der FlieBrichtung) und Abszisse (Ebene der Auftragszo- 
ne). 

In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung sind mehr als eine solche 

5 Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise jeweils von proximal nach distal oder 
umgekehrt diagonal verlaufend, oder beispielsweise auch V-fdrmig, W-, M-, oder 
N-f5rmig oder umgekehrt V-fdrmig, W-, M-, oder N-formig verlaufend, in FlieB- 
richtung hintereinander und/oder seitlich versetzt angeordnet und die Indikatorzo- 
nen der verschiedenen Reihen entweder zueinander auf Liicke angeordnet, so 

10 dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone durch- 
strfimt, oder zueinander nicht auf Liicke angeordnet, so dass die Probenflussig- 
keit pro FlieBspur mehr als eine Indikatorzone durchstromt. 
Mehr als eine solche Reihe von Indikatorzonen, beispielsweise zwei Reihen von 
Indikatorzonen, mit unterschiedlicher Distanz zur Aufgabezone sind insbesondere 

15 dann vorteilhaft, wenn aus einer Vollblutprobe zellulare und plasmatische Para- 
meter bestimmt werden sollen. In einer Ausfiihrungsfonn, beispielhaft in einem 
Testansatz mit Vollblut als Probe, werden die Bindungselemente so gewahlt, dass 
die im Plasma enthaltenen Analyten, zum Beispiel jede Art von Antikorpem, die 
durch die Vorrichtung von der Aufgabezone zum Absorptionsbereich durch die 

20 Indikatorzonen flieflen, in der proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von 
Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Die Bindungselemente zum 
Nachweis der zellular gebundenen Analyten, beispielsweise erythrozytSre Antige- 
ne, werden dagegen so gewahlt, dass diese in der distal zur Aufgabezone ange- 
ordneten Reihe von Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Bei dieser 

25 bevorzugten Ausfiihrungsform wird vorzugsweise mit einer zusatzlich zu den E- 
rythrozyten weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem 
Gold oder Polystyrol oder fixierten Erythrozyten, gearbeitet Diese Indikatorparti- 
kel werden insbesondere eingesetzt, urn nicht erythrozytar gebundene Analyten, 
beispielsweise firei im Plasma vorkommende Antikorper, im Bindungskomplex in 

30 einer Indikatorzone sichtbar zu machen. Werden beispielhaft zwei Arten von In- 
dikatorpartikeln verwendet, wovon eine nicht Erythrozyten sind, konnen die Indi- 
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katorzonen der beiden Reihen zueinander nicht auf Liicke bzw. in einer Flieflspur 
hintereinander angeordnet sein. Vorteilhaft ist hierbei die Anordnung, bei der die 
aus dem Plasma nachgewiesenen Analyten in den proximalen Indikatorzonen 
nachgewiesen werden und bei der die Erythrozyten-gebundenen Analyten in den 
5 distalen Indikatorzonen nachgewiesen werden. Eine Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung mit mehr als einer, wie vorbeschriebenen Reihe von Indikatorzonen, von 
denen die Bindungselemente jeder Reihe mit Erythrozyten als Indikatorpartikel 
reagieren bzw. binden, sind die Reihen von Indikatorzonen zueinander auf Liicke 
bzw. in einer FlieBspur nicht hintereinander angeordnet. 

10 

In einer weiteren und besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
sind mehr als eine solche Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in einer von 
proximal nach distal oder umgekehrt diagonal verlaufenden Reihe, oder bei- 
spielsweise in einer V-formig, W-, M-, oder N-fdrmig oder umgekehrt V-fdrmig, 

15 W-, M-, oder N-formig verlaufenden Reihe, oder beispielsweise auch in einer 
parallel nebeneinander versetzt verlaufenden Reihe, bidirektional (z. B. zu einem 
180° Winkel) zu einer zentralen Aufgabezone angeordnet. Eine solche Anordnung 
ist insbesondere dann vorteilhaft, wenn aus einer Vollblutprobe zellulare und 
plasmatische Parameter bestimmt werden sollen. 

20 In einer Ausfuhrungsform, beispielhaft in einem Testansatz mit Vollblut als Pro- 
be, werden die Bindungselemente so gewahlt, dass die im Plasma enthaltenen 
Analyten, zum Beispiel jede Art von Antikorpern, die durch die Vorrichtung von 
der Aufgabezone zum Absorptionsbereich durch die Indikatorzonen flieflen, in der 
auf der einen Seite zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen an 

25 die Bindungselemente binden. Die Bindungselemente zum Nachweis der zellular 
gebundenen Analyten, beispielsweise erythrozytare Antigene, werden dagegen so 
gewahlt, dass diese in der auf der gegenilberliegenden Seite zur Aufgabezone an- 
geordneten Reihe von Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Bei dieser 
bevorzugten Ausfuhrungsform wird vorzugsweise mit einer zusatzlich zu den E- 

30 rythrozyten weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem 
Gold oder Polystyrol, gearbeitet. Diese Indikatorpartikel werden insbesondere 
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eingesetzt, urn nicht erythrozytar gebundene Analyten, beispielsweise frei im 
Plasma vorkommende Antikorper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone 
sichtbar zu machen. 

5 In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die eine Aufgabezone ferner 
zwei verschiedene Membranen unterschiedlicher Porositat Bei dieser bevorzug- 
ten Ausfiihrungsform wird vorzugsweise mit einer zusatzlich zu den Erythrozyten 
weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem Gold oder 
Polystyrol, gearbeitet. Diese Indikatorpartikel werden insbesondere eingesetzt, urn 

10 nicht erythrozytax gebundene Analyten, beispielsweise frei im Plasma vorkom- 
mende Antikorper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone sichtbar zu ma- 
chen. 

15 In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die eine Aufgabezone 
eine Membran oder zwei verschiedene Membranen unterschiedlicher Porositat. 
Ferner umfasst eine der beiden Membranen ein Konjugat-Pad, welches zwischen 
Dichtelement und Indikatorzonen angeordnet ist. Bei dieser bevorzugten Ausfiih- 
rungsform wird vorzugsweise mit einer zusatzlich zu den Erythrozyten weiteren 

20 Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem Gold oder Polystyrol, 
gearbeitet. Diese Indikatorpartikel werden insbesondere eingesetzt, um nicht e- 
rythrozytar gebundene Analyten, beispielsweise frei im Plasma vorkommende 
Antikorper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone sichtbar zu machen. Die- 
se weitere zusatzlich zu den Erythrozyten eingesetzte Sorte von Indikatorpartikeln 

25 liegt vorzugsweise in das Konjugat-Pad eingetrocknet vor. Weiterhin sorgt das 
Konjugat-Pad dafiir, dass der Fluss der Erythrozyten verlangsamt wird. Dies fiihrt 
dazu, dass in der bidirektionalen Anordnung bei einer einzigen gemeinsamen 
Aufgabezone in der einen Richtung optimierte Bedingungen fur den Nachweis 
zellularer Eigenschaften und in der anderen Richtung optimierte Bedingungen fur 

30 den Nachweis plasmatischer Eigenschaften bereitgestellt werden. 
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Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung wird ein Lateral-Fluss-Test, insbeson- 
dere ftir die blutgruppenserologische Diagnostik, bereitgestellt, mit dem Erythro- 
zyten als Indikatorpartikel verwendet werden und in einem Testansatz gleichzeitig 

5 mehrere zellulare Parameter, insbesondere erythrozytare Antigene bzw. Antigen- 
Epitope, plasmatische Parameter und/oder Blutzelleigenschaften, insbesondere 
aus Vollblutbestandteilen, pro zu untersuchender Probe bestimmt werden kSnnen. 
Des weiteren wird damit ein moglichst einfach herzustellendes und einfach, ins- 
besondere mit wenigen Versuchsreihen und ohne Probenvorbereitung, zu handha- 

10 bendes und kostengunstiges Testsystem bereitgestellt, mit dem gleichzeitig ver- 
schiedene zellulare Parameter und/oder plasmatische Parameter einer Probe oder 
mehrerer zu untersuchender Proben bestimmt werden konnen. 

Diese Vorteile bietet die erfindungsgemafie Vorrichtung auf jedem medizinisch- 
diagnostischen Gebiet, bei dem gleichzeitig verschiedene zellulare Parameter und 

15 plasmatische Parameter bestimmt werden sollen, insbesondere auch auf dem Ge- 
biet der Blutgruppen- und Infektionsserologie, insbesondere fur jegliche Diagnos- 
tik im Rahmen der Transfusionsmedizin, z. B. zur simultanen Durchfiihrung von 
Blutgruppenbestimmung, wobei insbesondere Erythrozyten-gebundene Antigene 
bzw. Antigen-Epitope bestimmt werden, und Serumgegenprobe, wobei insbeson- 

20 dere regulare Antikorper (Isoagglutinine) bestimmt werden, und/oder Antikorper- 
such-Test, wobei insbesondere irregulare Antikorper bestimmt werden, sowie zur 
simultanen DurchfUhrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung transfu- 
sionsrelevanter infektionsserologischer Marker, beispielhaft AntikSrper gegen 
HIV-1, HIV-2, HCV, Treponema pallidum, sowie das Oberflachen- Antigen des 

25 Hepatitis B Virus (HbsAg), sowie zur simultanen Durchfiihrung von Blutgrup- 
penbestimmung und Bestimmung von AntikOrpern gegen andere Blutzellen als 
Erythrozyten, insbesondere anti-thrombozytare und anti-lymphozytare Antikor- 
per. 

Hierzu kann antikoaguliertes oder natives Vollblut verwendet werden, bei dem 
30 vor der Bestimmung nicht in aufwendiger Weise Erythrozyten und Serum- bzw. 
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Plasma-Fraktion von einander separiert werden mtissen. Die Bestimmung kann in 
einem manuellen Format erfolgen, das komplett ohne Gerate (inklusive elektri- 
schen Strom) auskommt. 

5 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung um- 
fassen die Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezone ange- 
ordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikorper bzw. Antikorperfragmente 
bzw. Lektine, die die zu bestimmenden Blutgruppenantigene aller denkbaren 
Blutgruppensysteme und damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfangen 

10 bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden Antikorper bzw. AntikSr- 
perfragmente bzw. Lektine gegen Antigene oder Antigen-Epitope, insbesondere 
der Blutgruppensysteme ABO, Rb und Kell, beispielhaft anti-A anti-B, anti-D und 
anti-K, in den Indikatorzonen an der porSsen Membran, vorzugsweise in einer 
distal zu anderen Indikatorzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht. 

15 Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vor- 
zugsweise in einer distal zu alien ubrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen 
Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das 
den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll- 
Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti-Erythrozyten-Antikdrper. 

20 

Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfasst 
in einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe 
von Indikatorzonen Antigene bzw. Antigen-Epitope, die regul&re Antikorper 
in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden 

25 dafur Al, A2, B, 0 Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope, beispielsweise 
Erythrozytenmembranen von Erythrozyten definierter Blutgruppen (Al, A2, B, 0) 
oder synthetisch hergestellte Blutgruppensubstanzen, an der porSsen Membran 
angebracht. Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikator- 
zonen, vorzugsweise in einer distal zu alien ubrigen Indikatorzonen dieser Reihe 

30 gelegenen Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) ange- 
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bracht, das den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. 
Das Kontroll-Bindungselement ist vorzugsweise ein anti-IgG Antikorper. 

Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung kann in 
5 einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von 
Indikatorzonen Antigene bzw. Antigen-Epitope umfassen, die irregul&re Anti- 
kdrper bzw. Fragmente davon in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevor- 
zugte Bindungselemente werden dafiir die Zellmembranen verschiedener Blut- 
gruppe 0 Erythrozyten-Praperationen, deren kombiniertes Antigenprofil diejeni- 
10 gen Antigene abdeckt, die gegen die wichtigsten Transfusions-relevanten irreguia- 
ren Antikerper gerichtet sind, an der porosen Membran angebracht. Vorzugsweise 
wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in 
einer distal zu alien ttbrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen Indikatorzone, 
ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = cti) angebracht, das den Durchfluss 
15 der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll- 
Bindungselement ist vorzugsweise ein anti-IgG Antikflrper. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der erfindungsgemaBen Vor- 
richtung umfassen die Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufga- 

20 bezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikorper bsw. AntikSrper- 
fragmente bzw, Lektine, die die bei der Blutgruppenbestimmung zu bestimmen- 
den Blutgruppenantigene und damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfan- 
gen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden Antikorper bzw. An- 
tikorperfragmente bzw. Lektine gegen Antigene oder Antigen-Epitope des AB0- 

25 Blutgruppensystems, beispielhaft anti-A, anti-B, anti-A und anti-B, in den Indi- 
katorzonen an der porosen Membran, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezo- 
ne und zu anderen Indikatorzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht. 
Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vor- 
zugsweise in einer distal zu alien iibrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen 

30 Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das 



WO 2005/005986 



PCT/EP2004/007525 



-16- 

den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll- 
Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti-Erythrozyten-Antikoiper. 

Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfasst 
5 in einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe 
von Indikatorzonen Thrombozyten- und/oder Lymphozytenmembranen bzw. 
Membranbestandteile als Bindungselemente zum Nachweis von anti- 
thrombozytaren/lymphozytaren Antikorpern. 

10 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vor- 
richtung umfassen die Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufga- 
bezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikorper bzw. Antik6rper- 
fragmente bzw. Lektine, die die bei der Blutgruppenbestimmung zu bestimmen- 

15 den Blutgruppenantigene und damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfan- 
gen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden AntikOrper bzw. An- 
tikorperfragmente bzw. Lektine gegen Antigene oder Antigen-Epitope des ABO- 
Blutgruppensystems, beispielhaft anti-A, anti-B, anti-A und anti-B, in den Indi- 
katorzonen an der porSsen Membran, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezo- 

20 ne und zu anderen Indikatorzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht. 

Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vor- 
zugsweise in einer distal zu alien ttbrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen 
Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das 
25 den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll- 
Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti-Erythrozyten-Antikorper. 

Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfasst 
in einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe 
30 von Indikatorzonen Bindungselemente zum Nachweis von infektiosen Agenzien, 
insbesondere synthetisch hergestellte Peptide oder mit rekombinanten DNA- 
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Methoden exprimierte rekombinante Antigene, die diagnostisch bedeutsame Se- 
quenzen von Oberflachenproteinen der jeweiligen Marker umfassen (Antikorper- 
Nachweis), oder Antikorper, welche gegen (Oberflachen-)Proteine infektiOser 
Agenzien gerichtet sind (Antigen-Nachweis). 

5 

Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung muss fur die gleichzeitige Bestimmung 
von zellulSren und plasmatischen Parametern aus einer Probe nicht mehr fur jede 
einzelne Bestimmung separat pipettiert werden, sondern an einer Probe kGnnen 
gleichzeitig samtliche gewxinschte Parameter bestimmt werden, insbesondere bei 

10 der simultanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe 
und/oder Antikflrpersuch-Test sowie bei der simultanen Durchfuhrung von Blut- 
gruppenbestimmung und Bestimmung transfusionsrelevanter infektionsserologi- 
scher Marker, wobei die Blutgruppenbestimmung mit dem Nachweis jeglicher 
infektionsserologischer Marker kombiniert werden kann, sowie bei der simultanen 

15 Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung von Antikorpern 
gegen andere Blutzellen als Erythrozyten, insbesondere anti-Thrombozyten und 
anti-Lymphozyten Antikorper. 

Dies stellt eine auBerordentliche Rationalisierung der Arbeitsablaufe dar. Neben 
dem Vorteil der Simultanbestimmung vieler serologischer Parameter ist hier der 

20 praktisch vollstandige Wegfall der Probenvorbereitung im Vergleich zu her- 
kommlichen Tests zu nennen. Auch die Ablesung der in diagonaler Anordnung 
dargestellten Ergebnisse ist wesentlich gtinstiger. So lassen sich in der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung beispielsweise Blutgruppen-, insbesondere ABO- 
Eigenschaften und Serumgegenprobe und Antikorpersuch-Test, oder Blutgrup- 

25 pen-, insbesondere ABO-Eigenschaften und andere immunhamatologische' Para- 
meter, insbesondere anti-thrombozytare und/oder anti-lymphozytare Antikorper 
bzw. Fragmente davon, oder Blutgruppen-, insbesondere ABO-Eigenschaften und 
infektionsserologische Marker, insbesondere AntikGrper gegen bakterielle 
und/oder virale Agenzien bzw. Fragmente davon oder virale oder bakterielle An- 

30 tigene bzw. -Epitope in einer Voirichtung nebeneinander bestimmen und ablesen. 
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Das zweidimensionale, flachige Ergebnis sowie der stabile Endpunkt der Reaktion 
begiinstigen sowohl die Ablesung mit dem bloBen Auge als auch eine automati- 
sierte Ablesung der Ergebnisse mit gangigen Bildanalyseverfahren, wie z. B. 
CCD-Kameras. Der Arbeitsaufwand ist vermindert, selbst bei manueller Abar- 

5 beitung. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung fiihrt zudem zu einer Reduktion der 
Umweltbelastung und zu kostengunstigen Effekten. Selbst in Notsituationen mit 
Zeitdruck kann in kurzer Zeit in einer einzigen Versuchsanordnung beispielsweise 
eine komplette ABO-Blutgruppenbestimmung mit Serumgegenprobe und AntikSr- 
persuch-Test nach irregularen Antikfirpern durchgefuhrt werden, beispielsweise 

10 eine komplette ABO-Blutgruppenbestimmung mit infektionsserologischen Mar- 
ker-Bestimmung oder anti-Thrombozyten/Lymphozyten Antikdrper-Bestimmung 
durchgeftihrt werden. 

Produktionstechnisch hat der Lateral-Diagonal-Fiuss-Aufbau wesentliche Vorteile 
gegenttber dem Stand der Technik, indem es zu einem erheblich geringeren 
15 Verbrauch der verwendeten Reagenzien kommt und durch die Bereitstellung einer 
Vielzahl von Testparametern, welche bisher separat getestet werden miissen, in 
einer einzigen Vorrichtung. 

Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung wird ein Lateral-Fluss-Test, insbeson- 
20 dere ftir die immunhamatologische und infektionsserologische Diagnostik, bereit- 
gestellt, mit dem in einem Testansatz gleichzeitig mehrere zellulMre, insbesondere 
erythrozytare Antigene bzw. Antigen-Epitope, plasmatische Parameter und/oder 
Blutzelleigenschaften, insbesondere aus Vollblutbestandteilen, pro zu untersu- 
chender Probe bestimmt werden konnen, wobei mindestens zwei Sorten von Indi- 
25 katorpartikeln, von denen mindestens eine Sorte Erythrozyten sind, verwendet 
werden. Des weiteren wird damit ein moglichst einfach herzustellendes und ein- 
fach, insbesondere mit wenigen Versuchsreihen und ohne Probenvorbereitung, zu 
handhabendes und kostengtinstiges Testsystem bereitgestellt, mit dem gleichzeitig 
verschiedene zellulare Parameter und/oder plasmatische Parameter einer Probe, 
30 insbesondere Blutgruppenmerkmale, Nachweis regularer und irregularer Antikor- 
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per, Antikorper gegen Thrombozyten und/oder Lymphozyten und/oder infektions- 
serologischer Marker, insbesondere solcher mit transfusionsmedizinischer Rele- 
vanz, bestimmt werden konnen. 

5 

Die Membran der erfindungsgem&Ben Vorrichtung ist eine porQse Membran. 
Bevorzugte Membran-Materialien sind beispielsweise Nitrozellulose (z. B. UniS- 
art von Sartorius, HiFlow von Millipore, Whatman, AE99 bzw. FF85/100 von 
Schleicher & Schuell), Polyethylen {Lateral Flo von Porex Corporation) oder 

10 Nylon {Novylon von CUNO). Vorzugsweise weist die Membran eine moglichst 
groBe PorengroBe auf, da eine hohe Porositat der Membran das Eindringen insbe- 
sondere von zellularen Komponenten der zu bestimmenden Probe, z. B. von E- 
rythrozyten, in die porose Struktur begiinstigt. Von besonderem Vorteil ist der 
Einsatz aufiiehmender Membranen. Die erfindungsgemaQe Vorrichtung ist jedoch 

15 nicht auf diese Eigenschaften beschrSnkt. Bevorzugt werden alle Membranen mit 
einer hohen kapillaren Flussrate (Capillary Speed), wobei die kapillare Flussrate 
die Zeit ist, die eine Farblosung braucht, urn 40 mm auf einer gegebenen Mem- 
bran zurttckzulegen. Besonders bevorzugt sind Membranen, deren kapillare Fluss- 
rate < 100 ist. 

20 

In der bidirektionalen AusfUhrungsform mit zwei unterschiedlichen Membranen 
hat die eine Membran vorzugsweise eine hohe kapillare "Flussrate, vorzugsweise 
< 100, die andere Membran vorzugsweise eine geringere kapillare Flussrate, vor- 
zugsweise > 100. 

25 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform der Erfindung ist in FlieGrichtung hinter 
der Aufgabezone der erfindungsgemaBen Vorrichtung auf der porosen Membran 
ein Dichtelement angeordnet. Zur Anwendung kommen zwei- oder dreidimen- 
sionale Dichtelemente, die auf der porosen Membran platziert werden und mit 
30 denen eine von der ttbrigen Flache der porosen Membran separierte Probenauf- 
tragszone geschaffen wird. Das Dichtelement hat erfindungsgemaB primar die 



WO 2005/005986 



PCT7EP2004/007525 



-20- 

Wirkung einer Fliissigkeitsbarriere und erlaubt die gerichtete Verteilung von Pro- 
benfliissigkeit und Testreagenzien in die por6se Membran. Weiterhin dichtet das 
Dichtelement erfindungsgemSfi die Probenauflragszone ab zur Verhinderung ei- 
nes unerwtinschten FlOssigkeitsubertritts in die anderen Bereiche der Lateral- 
5 Fluss-Vorrichtungsanordnung. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen des Dichtelementes sind die Steg- oder Trog- 
bzw. Trichter-Form. Die Ausformung des Dichtelementes erfolgt durch Schneide- 
prozesse aus dem zur Herstellung des Dichtelementes verwendeten Material Im 
10 Fall der Trichter- bzw. Trogform erhalt das Dichtelement eine innere Of&ung, 
deren bevorzugte Ausfuhrungsvarianten runde, quadratische oder rechteckige, im 
Fall der Trichterform sich zur Unterseite (Membrankontaktseite) des Dichtele- 
mentes verjtingende Form en sind. 

Bevorzugte Materialien fiir das Dichtelement sind Materialien, die nicht wasser- 
15 aufhehmend (hydrophob) sind. In einer besonderen Ausfiihrungsform sind die 
Materialien einseitig mit einem Klebstofffilm, beispielsweise einem drucksensiti- 
ven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet. Somit kann das Dichtele- 
ment direkt auf die Oberflache der porosen Membran geklebt werden. Alteniativ 
kann das Dichtelement mit dem Lateral-Fluss-Gehause verbunden, beispielsweise 
20 verklebt sein, wobei in dieser Ausfiihrungsform das L^teral-Fluss-Gehause das 
Dichtelement auf die Oberflache der porosen Membran driickt und damit die 
Funktionen des Dichtelementes erzielt werden. 

Bevorzugte Materialien fur die Ausbildung von zweidimensionalen Dichtele- 
menten sind jede Form von Klebebandern oder Klebefolien (z. B. Tesa 4124 von 
25 Beiersdorf AG, ARcare 78 1 5 von Adhesives Research). 

Bevorzugte Materialien fur die Ausbildung von dreidimensionalen Dichtelemen- 
ten sind flexible, geschlossenporige Elastomermaterialien oder flexible Silikon- 
materialien mit unterschiedlichen Materialstarken, vorzugsweise 3-5 mm (z. B. 
Zellkautschuk EPDM140 von Pitzner, Silikonkautschuk oder Vollkautschuk, 
30 Harte 40° oder weniger, von Castan). 
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Durch diese erfindungsgemafie Ausgestaltung ist die erfindungsgemafie Vorrich- 
tung in der Lage, fliissige Proben, die Zellen enthalten, wie beispielsweise Voll- 
blut, aufzunehmen, ohne die Zellen dabei abzufiltern. Weiterhin erlaubt das 
Dichtelement das Auftragen groBer Probenvolumina auf die porose Membran 
5 (Aufgabezone), ohne dass diese flberschwemmt wird. Somit untersttttzt das Dicht- 
element die Nutzung der au&ehmenden Eigenschaften der porfisen Membran. 
Weiter garantiert das Dichtelement einen gerichteten Probenfluss. Die erfin- 
dungsgemafie Vorrichtung kann jedoch mit oder ohne Dichtelement gut funktio- 
nieren. 

10 

Fiir den Absorptionsbereich (Absorptions-Pad) der erfindungsgemafien Vor- 
richtung werden mechanisch stabile Materialien bevorzugt, vorzugsweise mit 
Wasserabsorptionskapazitaten von 20-30 g/100 cm 2 (z. B. Wicking Papier, Typ 
300, Schleicher und Schull). Der Kontakt zwischen dem Absorptions-Pad und der 
15 Lateral Fluss-Membran der erfindungsgemafien Vorrichtung wird durch Andruck 
und ttberlappung mit der porosen Membran hergestellt. Die genaue Positionie- 
rung des Absorptions-Pads auf der Membran wird durch Verkleben des Absorpti- 
ons-Pads mit der, die Lateral Fluss-Membran tragenden Tragerschicht (backing 
sheet), erzielt. 

20 

Das Konjugat-Pad besteht vorzugsweise aus Glasfaser oder Cellulose und hat vor- 
zugsweise die Eigenschaft, den Fluss nativer Erythrozyten zu verz5gern. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform sind die Komponenten der erfindungsgema- 
25 Ben Vorrichtung zum Zwecke der mechanischen Verstarkung auf eine Unterlage 
bzw. Tragerschicht aufgebracht. Die erfindungsgemafie Vorrichtung kann jedoch 
mit oder ohne Tragerschicht funktionieren. Bevorzugt werden mechanisch stabile 
und nicht wasseraufhehmende Materialien, vorzugsweise mit Materialstarken von 
100 urn oder mehr, die ein- oder zweiseitig mit einem Klebstofffilm, z. B. einem 
30 drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet sind (z.B. 



WO 2005/005986 



PCT/EP2004/007525 



-22- 

0.005" Polyester W/ GL-187, G & L). Auf der Tragerschicht werden die porose 
Membran und das Absorptions-Pad fixiert. Im Fall der doppelseitig klebenden 
Tragerschicht wird die klebende zweite Seite zur Fixierung des Stapels auf weite- 
ren Flachen, z. B. innerhalb der Lateral-Fluss-Gehause, eingesetzt. 

5 

In einer weiteren Ausfiihrungsfonn ist die erfindungsgemaBe Vorrichtung, entwe- 
der mit oder ohne Tragerschicht, auf der die Komponenten der erfindungsgema- 
flen Vorrichtung aufgebracht sind, in einem Gehause integriert, wodurch die 
Membran-Komponenten aneinander gedriickt werden und das Gehause die Dicht- 
10 elementfunktion unterstutzt. Dabei kann die erfindungsgemaBe Vorrichtung je- 
doch mit oder ohne Gehause genauso gut funktionieren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgema- 
15 Ben Vorrichtung zur Analyse von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfuh- 
rung der Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorper- 
such-Test und/oder zur simultanen Durchfilhrung der Blutgruppenbestimmung 
und des Nachweises von Antikorpern gegen infektiose, insbesondere bakterielle 
und/oder virale Agenzien bzw. Fragmenten davon oder von Antigenen infektiSser 
20 Agenzien und/oder zur simultanen Durchflihrung der Blutgruppenbestimmung 
und des Nachweises von Antikorpern gegen andere Blutzellen als Erythrozyten, 
insbesondere anti-thrombozytSrer oder anti-lymphozytarer Antikorper, bzw. 
Fragmenten davon. 

25 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost zum anderen durch ein Verfahren zur 
Bestimmung mehrerer Analyten oder deren Derivaten in einer fliissigen Probe, 
welches das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone einer Membran der erfin- 
dungsgemafien Vorrichtung umfasst, wobei diese Probe in ausreichender Menge 
30 vorliegt, um die Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptions- 
bereich durch die Indikatorzonen zu flieBen und um die Analyten oder ihre Deri- 
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vate in der Probenfltissigkeit dazu zu veranlassen, an die jeweiligen Indikatorzo- 
nen zu binden bzw. in den Indikatorzonen einen Komplex zu bilden. 

Eine besondere Ausftihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens fiihrt si- 
5 multan eine Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorper- 
such-Test durch. 

Beispielhaft wird Vollblut oder eine Verdunnung davon auf die Aufgabezone der 
Vorrichtung aufgetragen. Alle Komponenten dringen, gefuhrt durch das Dicht- 
element, in die porSse Membran ein und passieren bei der Migration in Richtung 

10 Absorptions-Pad zunachst den Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe, der 
Fragmente der Zellen Al, A2, B, 0 umfassen sowie die Kontroll-Indikatorzone 
mit anti-IgG/IgM. Die im Serum vorhandenen Isoagglutinine binden an die kor- 
respondierenden zellular gebundenen Antigene. Serum-IgG bindet an das Kon- 
trollbindungselement (Serumgegenprobe: Sensibilisierung). 

15 Die zellular gebundenen Antigene migrieren weiter in den distal zum Indikatorzo- 
nenbereich Serumgegenprobe gelegenen Indikatorzonenberecich Blutgruppenbe- 
stimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikorper gegen ein anderes Blut- 
gruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-AB). Die zur Aufga- 
bezone distalste Indikatorzone dieses Bereiches hat beispielhaft polyklonale anti- 

20 Erythrozyten-Antikorper als Bindungselement In diesem Indikatorzonenbereich 
binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, die zu den jeweiligen Blut- 
gruppenmerkmalen korrespondieren. An das Kontrollbindeelement binden E- 
rythrozyten jedweder Blutgruppe (Blutgmppenbestimmung). 
In einem folgenden Waschschritt wird ungebundenes Material aus der Membran 

25 ausgewaschen. Im nachfolgenden Detektionsschritt werden mit Hilfe von synthe- 
tischen Partikeln, welche mit anti-IgG/IgM beschichtet sind, die an den Bindungs- 
elementen der proximalen Reihe von Indikatorzonen immobiliserten Isoagglutini- 
ne und Kontrollantikorper sichtbar gemacht (Serumgegenprobe: Detektion). 
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In einer anderen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens zur simul- 
tanen Blutgmppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorpersuch- 
Test werden die Blutgruppenmerkmale wie oben beschrieben direkt bestimmt, 
hingegen Serumgegenprobe und/oder Antik8ipersuchtest als Kompetitionstest 
5 durchgeflihrt: 

Beispielhaft wird Vollblut oder eine Verdtlnnung davon auf die Aufgabezone der 
Vorrichtung aufgetragen. Alle Komponenten dringen, gefuhrt durch das Dicht- 
element, in die porose Membran ein und passieren bei der Migration in Richtung 
Absorptions-Pad zunachst den Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe, der 
10 Fragmente von Zellen der Blutgruppen A und B umfasst sowie die Kontroll- 
Indikatorzone, die Fragmente von Zellen der Blutgruppe 0 umfasst. Die im Serum 
vorhandenen Isoagglutinine binden an die korrespondierenden zellular gebunde- 
nen Antigene. (Serumgegenprobe; Sensibilisierung). 

Die zellular gebundenen Antigene migrieren weiter in den distal zum Indikatorzo- 

15 nenbereich Serumgegenprobe gelegenen Indikatorzonenbereich Blutgruppenbe- 
stimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikorper gegen ein anderes Blut- 
gruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-D). Die zur Aufgabe- 
zone distalste Indikatorzone dieses Bereiches hat beispielhaft polyklonale anti- 
Erythrozyten-Antikorper als Bindungselement. In diesem Indikatorzonenbereich 

20 binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, die zu den jeweiligen Blut- 
gruppenmerkmalen korrespondieren. An das Kontrollbindeelement binden E- 
rythrozyten j edweder Blutgruppe (Blutgruppenbestimmung). 
In einem folgenden Waschschritt wird ungebundenes Material aus der Membran 
ausgewaschen. Im nachfolgenden Schritt wird eine Suspension von unterschiedli- 

25 chen synthetischen Partikeln, welche jeweils mit anti-A, anti-B oder anti-H be- 
schichtet sind, auf die Aufgabezone aufgetragen. Die Partikel konnen jeweils nur 
an diejenigen Bindungselemente im Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe 
binden, die im Sensibilisierungsschritt nicht mit den Serum-Isoagglutininen in 
Kontakt gekommen waren, d. h. eine farbige Bande zeigt in diesem Falle die Ab- 

30 wesenheit des entsprechenden Isoagglutinins an. Beispielhaft werden im Falle 
einer Blutgruppe A (Personen mit Isoagglutininen anti-B) die Zellfragmente der 
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B-Zellen durch die Isoagglutinine blockiert, was dazu fiihrt, dass die Zellfrag- 
mente der A-Zellen durch das nachfolgend aufgetragene Gemisch synthetischer 
Partikel durch die darin vorhandenen anti-A Partikel angefarbt werden. Die Blut- 
gruppe 0 Fragmente werden in alien denkbaren Konstellationen angef&rbt, da sie 
5 uicht durch Isoagglutinine blockiert werden und dadurch immer frei sind fur eine 
Reaktion mit den gefarbten anti-H Partikeln, wodurch auch in der Variante des 
Kompetitionsassays ein Kontrollelement bereitgestellt wird (Serumgegenprobe: 
Detektion). 

10 In einer weiteren Ausfuhrungsfonn des erfindungsgemaBen Verfahrens zur si- 
multanen Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorper- 
such-Test mit direkter Bestimmung der Blutgruppenmerkmale und Bestimmung 
der Serumgegenprobe und/oder Antikorpersuchtest als Kompetitionstest wird wie 
folgt vorgegangen: 

15 Vollblut oder eine Verdiinnung davon wird auf die asymmetrische Aufgabezone 
der Vorrichtung mit zwei unterschiedlichen por6sen Membranenaufgetragen. Eine 
porose Membran weist dabei eine geringere kapillare Flussrate als die andere 
Membran auf Bei letzterer ist zwischen dem Dichtelement und den Indikatorzo- 
nen ein Konjugat-Pad, das aufgetrocknete anti-A/anti-B/anti-H-Partikel enthalt, 

20 auf der Membran aufgebracht Alle Komponenten dringen, geflihrt durch das 
Dichtelement, in beide porose Membranen ein, was folgende Flussyerhalten be- 
wirkt: 

„Nur-Membran-Seite": Alle Komponenten passieren bei der Migration in Rich- 
tung des dazugehGrenden Absorptions-Pads den Indikatorzonenbereich Blutgrup- 
25 penbestimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikorper gegen ein anderes 
Blutgruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-D). Die zur Auf- 
gabezone distalste Indikatorzone dieses Bereiches hat beispielhaft polyklonale 
anti-Erythrozyten-Antik^rper als Bindungselement. In diesem Indikatorzonenbe- 
reich binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, die zu den jeweiligen 
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Blutgruppenmerkmalen korrespondieren. An das Kontrollbindeelement binden 
Erythrozyten jedweder Blutgruppe. 

„Membran/Konjugat-Pad-Seite": Alle Komponenten kommen nach Eindringen in 
die Membran und Passieren des Dichtelements mit dem Konjugat-Pad in Kontakt, 

5 wobei die zellularen Bestandteile festgehalten bzw. gebremst werden und die Ms- 
sigen Komponenten (Plasma) ungehindert weiterfliessen kQnnen. Letztere lQsen 
die anti-A/anti-B/anti-H Partikel aus dem Konjugat-Pad. Der Indikatorzonenbe- 
reich Serumgegenprobe umfasst Fragmente von Zellen der Blutgruppen A und B 
sowie als KontroUelement Fragmente von Zellen der Blutgruppe 0. Die im Serum 

10 vorhandenen Isoagglutinine binden an die korrespondierenden zellulSr gebunde- 

4 

nen Antigene und kompetieren damit um eine Bindung der farbigen anti-A, anti-B 
Partikel. Das bedeutet, dass die Partikel nur binden kSnnen, wenn das jeweilige 
Isoagglutinin nicht vorhanden ist. Beispielsweise hat eine Blutgruppe A Person 
anti-B Isoagglutinine, was dazu fuhrt, dass die Blutgruppe-B Fragmente im Indi- 
15 katorzonenbereich blockiert werden und nur die Blutgruppe A Fragmente durch 
die farbigen anti-A Partikel angefarbt werden konnen. Das KontroUelement, ge- 
gen das keine Isoagglutinine existieren, bleibt damit immer unblockiert und wird 
durch die in der Partikelmischung des Konjugat-Pads enthaltenen anti-H Partikel 
als sichtbare Bande angefarbt 

20 

Eine weitere besondere Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
fiihrt simultan eine Blutgruppenbestimmung und eine Bestimmung von anti- 
Thrombozyten und/oder anti-Lymphozyten Antikorper bzw. Fragmenten davon 
durch. 

25 Beispielhaft umfassen fur die Bestimmung der anti-thrombozytaren Antikorper 
die Indikatorzonen im zur Aufgabezone proximalen Bereich Thrombozytenfrag- 
mente als Bindungselemente, an die -falls in der Probe vorhanden- im Serum ent- 
haltene anti-thrombozytare Antikorper binden. Das ttbrige Verfahren ist wie in der 
vorstehenden Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens beschrieben, 

30 insbesondere erfolgt die Blutgruppenbestimmung wie dort beschrieben. 
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Eine weitere besondere Ausfubrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
fuhrt simultan eine Blutgmppenbestimmung und eine Bestimmung transfusions- . 
relevanter infektionsserologischer Marker durch. 

Beispielhaft umfassen fur die Bestimmung von Infektionsmarkera die Indikator- 
zonen des ersten, proximalen Indikatorzonenbereichs als Bindungselemente syn- 
thetische Peptide und/oder rekombinante Proteine, die den Sequenzen von Protei- 
nen viraler oder bakterieller Agenzien entsprechen, (Bestimmung von Antikor- 
pern gegen mfektionsmarker, z. B. anti-HIV-1), sowie AntikSrper, die gegen 
Proteine von Infektionsmarkem gericbtet sind (Bestimmung von Antigenen, z. B. 
HbsAg). ha. Serum enthaltene Antikorper bzw. Antigene binden im ersten Schritt 
an die korrespondierenden Antigene bzw. AntikQrper. Das ubrige Verfahren ist 
wie in der vorstehenden Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
beschrieben, insbesondere erfolgt die Blutgruppenbestimmung wie dort beschrie- 
ben. 

Bei dem erfindungsgemafien Verfahren handelt es sich bei den zu bestimmenden 
Analyten insbesondere urn Blutgruppen-Antigene bzw. Antigen-Epitope, vor- 
zugsweise solche der Blutgruppensysteme ABO, Rh, Kell, urn gegen Blutgruppen- 
antigene oder -antigen-Epitope gerichtete AntikSrper bzw. Fragmente davon, vor- 
zugsweise regulate Antikorper, irregulare Antikorper, urn Antikorper gegen in- 
fektiese Agenzien, urn (Oberflachen-)Antigene infektioser Agenzien und/oder urn 
anti-thrombozytare oder anti-lymphozytare Antikorper bzw. Fragmente davon. 

Die zu untersuchende Probe, beispielsweise natives oder antikoaguliertes Vollblut 
oder Erythrozytenkonzentrate oder verdunnte Erythrozyten-Suspensionen, Blutbe- 
standteile oder Testfliissigkeiten, wie Kontrollserum oder Kontrollzellen, wird auf 
die Aufgabezone der erfindungsgemafien Vorrichtung aufgetragen. Die in der 
Probe enthaltenen Erythrozyten, die den/die Analyten tragen, dienen gleichzeitig 
als Indikatorpartikel. 
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Es werden insbesondere zwei Gruppen von Indikatorpartikeln verwendet. Die eine 
wird alleine durch Erythrozyten zum direkten Nachweis von Erythrozyten- 
gebundenen Analyten reprasentiert Die andere Gruppe besteht aus Partikeln jeder 
5 denkbaren Art und Kombination, mit denen sich Bindungsreaktionen nachweisen 
lassen, vorzugsweise Partikel aus kolloidalem Gold oder aus Polystyrol oder fi- 
xierte Erythrozyten. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden pro Testlauf 
verschiedene Indikatorpartikel verwendet, von denen niindestens eine Sorte native 
Erythrozyten sind. 

10 

Im folgenden wird die Erfindung durch Figuren und Beispiele naher erlautert, 
ohne sie einzuschranken. Es zeigen: 

15 Fig. 1 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fiir 
Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durchfiihrung von Blutgruppenbe- 
stimmung und Serumgegenprobe; 

Fig. 2 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests; 

20 Fig. 3 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fiir 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchflihrung von Blutgruppenbe- 
stimmung und Serumgegenprobe, ausgefiihrt mit einem dreidimensionalen 
Dichtelement in Stegform; 

Fig. 4 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 3 dargestellten erfindungsgemaBen 
25 Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests; 



WO 2005/005986 



PCT/EP2004/007525 



-29- 

Fig. 5 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fttr 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbe- 
stiinmung und Serumgegenprobe, ausgefuhrt mit einem dreidimensionalen 
Dichtelement in Trogform; 

Fig. 6 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 5 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests; 

Fig. 7 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchftthrung von Blutgruppenbe- 
stimmung, Serumgegenprobe und Antikorpersuchtest fur Empfanger; 

Fig. 8 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbe- 
stimmung, Serumgegenprobe und AntikSrpersuchtest bei Spendern; 

Fig. 9 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbe- 
stimmung und dem Nachweis von Infektionsmarkern; 

Fig. 10 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppen- 
bestimmung und dem Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare 
Antigene. 



Fig. 11 zeigt eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vor- 
richtung fur Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss fur die simul- 
tane Bestimmung von Blutgmppenbestimmung und Serumgegenprobe; 



WO 2005/005986 



PCT/EP2004/007525 



-30- 

Fig. 12 zeigt eine Explosionsdarstellung der in Fig. 17 dargestellten erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests. 



In Fig. 1 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 

5 maBen Vorrichtung flir Lateral-Fluss-Tests flir die simultane Durchfuhrung von 
Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegenden Beispiel 
besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1, der por6sen Membran 2, dem 
Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dicht- 
element 4. Dabei ist die porSse Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven 

10 Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions- 
Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit 
der porosen Membran 2 uberlappt. Das auf der Oberseite der porosen Membran 2 
fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der ttbrigen Membranfla- 
che und ermoglicht die gerichtete Verteilung von Probenfliissigkeit und Testrea- 

15 genzien in die porose Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich 
der porSsen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der 
Indikatorzonenbereich 6, angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in defi- 
nierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktfbrmigen Indikatorzonen I-K 
gebildet, wobei die Indikatorzonen I-V den Indikatorzonenbereich „Serumgegen- 

20 probe" und die Indikatorzonen VI-IX den Indikatorzonenbereich blutgruppenbe- 
stimmung" umfassen und aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 

Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 



Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe 
I Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe Al 
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II Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe A2 

HI Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe B 

IV Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0 

V AntikSrper Anti-human IgG/IgM 

Indikatorzonenbereich:Blutgruppenbestimmung 

VI Antikfirper Anti-A (monoklonal) 

VII Antikorper Anti-B (monoklonal) 
VTII Antikorper Anti-AB (monoklonal) 

EX Antik6rper Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone V ist die Kontrolle (ctl) ftir die Serumgegenprobe und enthalt anti- 
human IgG/IgM Antikorper. Indikatorzone DC ist die Kontrolle (ctl) ftir die Blut- 
gruppenbestimmung und enthalt polyklonale anti-Erythrozyten AntikSrper. Sie 
befindet sich distal angeordnet zu alien Ubrigen Indikatorzonen. 

5 In Fig. 2 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung ftir Lateral-Fluss-Tests gezeigt, die aus den Komponenten 
Tragerschicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und Dichtelement 4 be- 
steht, welches die Aufgabezone 5 von der iibrigeh Membran separiert, die wieder- 
um den Indikatorzonenbereich 6, bestehend aus den Indikatorzonenbereichen „Se- 

10 rumgegenprobe" und 5 31utgruppenbestimmung" mit den diagonal versetzt ange- 
ordneten Indikatorzonen I-DC enthalt. 

In Fig. 3 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung ftir Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchftihrung von 
Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorUegenden Beispiel 
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entsprechen die Komponenten der Vonichtung den Komponenten der in Fig. 1 
dargestellten Vorrichtung mit Ausnahme des auf der Oberseite der porosen 
Membran 2 fixierten, in dreidimensionaler Stegform ausgeftthrten Dichtelements 
4. 

5 In Fig. 4 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 3 dargestellten erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit den Komponenten Trager- 
schicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler Steg- 
form ausgefuhrtes Dichtelement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der 
ubrigen Membran separiert, die wiederum den Indikatorzonenbereich 6, bestehend 

10 aus den Indikatorzonenbereichen „Serumgegenprobe" und ,31utgruppenbestim- 
mung" mit den diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I-IX enthalt. 

In Fig. 5 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von 
Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegenden Beispiel 
15 entsprechen die Komponenten der Vorrichtung den Komponenten der in Fig. 1 
dargestellten Vorrichtung mit Ausnahme des auf der Oberseite der porosen 
Membran 2 fixierten, in dreidimensionaler Trogform ausgefiihrten Dichtelements 
4. 

In Fig. 6 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 5 dargestellten erfmdungs- 
20 gemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit den Komponenten Trager- 
schicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler Trog- 
form ausgefilhrtes Dichtelement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der 
ubrigen Membran separiert, die wiederum den Indikatorzonenbereich 6, bestehend 
aus den Indikatorzonenbereichen „Serumgegenprobe" und „Blutgruppenbestim- 
25 mung" mit den diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I-DC enthalt. 
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Ih Fig. 7 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
mSBen Vorrichtung fflr Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfiihrung von 
Blutgrappenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikorpersuchtest bei Empfan- 
gern gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Trager- 

5 schicht 1, der porosen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimen- 
sionalen, in Stegform ausgefllhrten Dichtelement 4. Dabei ist die porose Membran 
2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 
fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein 
Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porosen Membran 2 uberlappt. Das auf der 

10 Oberseite der porosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabe- 
zone 5 von der Ubrigen Membranflache und ermoglicht die gerichtete Verteilung 
von Probenflussigkeit und Testreagenzien in die por6se Membran 2. Zwischen der 
Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 2, der mit dem Absorpti- 
ons-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser 

15 wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, 
punktformigen Indikatorzonen I-XII gebildet, wobei die Indikatorzonen I-Vm 
den Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe/Antik6rpersuchtest" und die Indi- 
katorzonen EX-XII den Indikatorzonenbereich blutgruppenbestimmung" umfas- 
sen und aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



20 



Indikatorzone Bindungselement 



Spezifikation 



Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe/Antikdrpersuche 



I 



n 



Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe Al 
Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe A2 



in 



Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe B 
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IV 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe 0 


V 


Erythrozyten-Ghosts 


Suchzelle 1, Blutgruppe 0, Rh-Foimel RiRi W 


VI 


Erythrozyten-Ghosts 


Suchzelle 2, Blutgruppe 0, Rh-Fonnel R2R2 


vn 


Erythrozyten-Ghosts 


Suchzelle 3, Blutgruppe 0, Rh-Formel R1R1 


vm 


AntikSrper 


Anti-human IgG/IgM 




Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung 


IX 


Antik5rper 


Anti-A (monoklonal) 


X 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


XI 


AntikOrper 


Anti-AB (monoklonal) 


xn 


Antikorper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone Vffl ist die Kontrolle (ctl) fur die Serumgegenprobe und Antikor- 
persuchtest und enthalt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikatorzone XH ist die 
Kontrolle (ctl) fiir die Blutgruppenbestimmung und enthalt polyklonale anti- 
Erythrozyten AntikSrper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ubrigen In- 
5 dikatorzonen. 



In Fig. 8 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane DurchfUhrung von 
Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikflrpersuchtest bei Blut- 
spendern gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tra- 
10 gerschicht 1, der porosen Membran 2, dem Absoiptions-Pad 3 und dem zweidi- 
mensionalen, in Stegform ausgefilhrten Dichtelement 4. Dabei ist die porose 
Membran 2 auf der'mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tra- 
gerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tr&gerschicht 1 fi- 
xiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porosen Membran 2 iiber- 
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iappt. Das auf der Oberseite der porSsen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 sepa- 
riert die Aufgabezone 5 von der tibrigen Membranflache und ermSglicht die ge- 
richtete Verteilung von Probenflussigkeit und Testreagenzien in die porose 
Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 

5 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 
6 angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y- 
Positionen angeordneten, punktfdrmigen Indikatorzonen I-X gebildet, wobei die 
Indikatorzonen I-VI den Indikatorzonenbereich „Serumgegenpro- 
be/Antik6rpersuchtest" und die Indikatorzonen VII-X den Indikatorzonenbereich 

10 ,31utgruppenbestimmung" umfassen und aus den folgenden Bindungselementen 
bestehen: 

Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 



Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe/Antikdrpersuche 



I Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe Al 

II Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe A2 
HI Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe B 

IV Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0 

V Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0, Pool der Suchzellen 1, 2, 3 (siehe Be- 

schreibung Fig. 8) 

VI Antikorper Anti-human IgG/IgM 
Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung 

VII AntikSrper Anti-A (monoklonal) 

VIII Antik5rper Anti-B (monoklonal) 
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DC 



Antikorper 



Anti-AB (monoklonal) 



X 



Antikorper 



Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone VI ist die Kontroile (ctl) fur die Serumgegenprobe und Antikorper- 
suchtest und enthalt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikatorzone X ist die 
Kontroile (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt polyklonale anti- 
Erythrozyten Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien iibrigen In- 
5 dikatorzonen. 

In Fig. 9 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfmdungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von 
Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Infektionsmarkern gezeigt. Im vor- 
liegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer TrSgerschicht 1, der porQsen 

10 Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform 
ausgefUhrten Dichtelement 4. Dabei ist die porQse Membran 2 auf der mit einem 
drucksensitiven Acrylatklebstofif versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist 
das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorp- 
tions-Pad 3 mit der porosen Membran 2 tiberlappt. Das auf der Oberseite der po- 

15 rosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der 
iibrigen Membranflache und ermSglicht die gerichtete Verteilung von Probenflus- 
sigkeit und Testreagenzien in die porQse Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 
5 und dem Bereich der porosen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in 
Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus diago- 

20 nal versetzten, in defibtuerten X- und Y-Positionen angeordneten, punktformigen 
Indikatorzonen I-XII gebildet, wobei die Indikatorzonen I- VI den Indikatorzonen- 
bereich „Nachweis von Infektionsmarkern" und die Indikatorzonen VII-XII den 
Indikatorzonenbereich „Blutgruppenbestimmung u umfassen und aus den folgen- 
den Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone Bindungselement 



Spezifikation 
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Indikatorzonenbereich: Nachweis von Infektionsmarkern 



I Synthetische Peptide HTV-1 (gp-14, gp-41) 

H Synthetische Peptide HIV-2(gp-36) 

m Antikorper Anti-HBsAg (monoklonal) 

IV Rekombinantes Antigen HCV (C-100, C-200, C33c, C22) 

V Rekombinantes Antigen Syphilis (TpN 15, TpN 17, TpN 47) 

VI AntikSrper Anti-human IgG/IgM 

Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung 

VII Antikorper Anti-A (monoklonal) 
Vm Antikorper Anti-B (monoklonal) 
DC Antikorper Anti-AB (monoklonal) 

X AntikSrper Anti-D (monoklonal) 

XI Antikorper Anti-CDE (monoklonal) 

XII AntikSrper Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fur die Bestimmung von Antikorpern ge- 
gen infektiose Agenzien und enthalt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikator- 
zone XII ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt po- 
lyklonale anti-Erythrozyten Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu 
5 alien ubrigen Indikatorzonen. 

In Fig. 10 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von 
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Blutgruppenbestimmung und dem Nachweis von Antikorpern gegen thrombozyta- 
re Antigene, gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung axis einer 
Tragerschicht 1, der por6sen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zwei- 
dimensionalen, in Stegform ausgefiihrten Dichtelement 4. Dabei ist die por6se 

5 Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tra- 
gerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fi- 
xiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porosen Membran 2 iiber- 
lappt. Das auf der Oberseite der porSsen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 sepa- 
riert die Aufgabezone 5 von der tibrigen Membranflache und ermoglicht die ge- 

10 richtete Verteilung von Probenfliissigkeit und Testreagenzien in die porose 
Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der porSsen Membran 
2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 
6 angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y- 
Positionen angeordneten, punktfbrmigen Indikatorzonen I-DC gebildet, wobei die 

15 Indikatorzonen I-m den Indikatorzonenbereich „Nachweis von Antikorpern gegen 
thrombozytare Antigene" und die Indikatorzonen IV-K den Indikatorzonenbe- 
reich „Blutgruppenbestimmung" umfassen und aus den folgenden Bindungsele- 
mentenbestehen: 

Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 



Indikatorzonenbereich: Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene 

I Membranproteine Thrombozyten, HPA Ibb3aa5bb 

II Membranproteine Thrombozyten, HPA Iaa3bb5aa 

III Antikorper Anti-human IgGAgM 

Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung 
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IV 


AntLKorper 


Anti-A fmonoklonal^ 


V 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


VI 


Antiktfrper 


Anti-AB (monoklonal) 


vn 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


vm 


Antikorper 


Anti-CDE (monoklonal) 


DC 


Antikorper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone m ist die Kontrolle (ctl) fur den Nachweis von Antikorpern gegen 
thrombozytare Antigene und enthalt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikator- 
zone DC ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgrappenbestirnmung und enthalt po- 
lyklonale anti-Erythrozyten Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu 
5 alien iibrigen Indikatorzonen. 



In Fig. 11 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfihdungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss fur die si- 
multane Bestimmung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe ge- 

10 zeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1 , 
einer porosen Membran 2a fur die Blutgruppenbestimmung, einer von Membran 
2a sich unterscheidenden porosen Membran 2b fur die Serumgegenprobe, den 
Absorptions-Pads 3a und 3b, einem dreidimensionalen, in Trogform ausgefuhrten 
Dichtelement 4, und einem Konjugat-Pad 6. Dabei sind die porSsen Membranen 

15 2a und 2b auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Trager- 
schicht 1 fixiert. Ebenso sind die Absorptions-Pads 3a und 3b auf der Trager- 
schicht 1 fixiert, wobei je ein Teil der Absorptions-Pads 3a und 3b mit den poro- 
sen Membranen 2a und 2b tiberlappen. Das auf der Oberseite der porosen Membr 
ran 2a und 2b fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezonen 5 a bzw. 5b von 

20 den iibrigen Membranflachen und ermSglicht die gerichtete Verteilung von Pro- 
benfltlssigkeit und Testreagenzien in die porSsen Membranen 2a und 2b. Zwi- 
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schen der Aufgabezone 5a und dem Bereich der porosen Membran 2a, der mit 
dem Absorptions-Pad 3a in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 7a (Blut- 
gruppenbestimmung) angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in defi- 
nierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktfbrmigen Indikatorzonen I - VI 
5 gebildet, wobei die Indikatorzonen des Indikatoizonenbereiches 7a aus den fol- 
genden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


I 


Antikorper 


Anti- A (monoklonal) 


n 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


m 


Antikorper 


Anti-AB (monoklonal) 


IV 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


V 


Antikorper 


Anti-CDE (monoklonal) 


VI 


Antikorper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Die Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und 
enthalt polyklonale anti-Erythrozyten AntikSrper. Sie befindet sich distal ange- 
10 ordnet zu den Indikatorzonen I-V. 



Zwischen der Aufgabezone 5b und dem Bereich der porosen Membran 2b, der mit 
dem Absorptions-Pad 3b in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 7b (Se- 
rumgegenprobe) angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten 
X- und Y-Positionen angeordneten, punktformigen Indikatorzonen VII - IX ge- 
15 bildet, wobei die Indikatorzonen des Indikatorzoneribereiches 7b aus den folgen- 
den Bindungselementen bestehen: 
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Indikatorzone 


Bindungselement 


opezitiKauon 


vn 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe A 


vm 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe B 


IX 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe 0 (Kontrolle) 



In Fig. 12 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 11 dargestellten erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss ge- 

5 zeigt, die aus den Komponenten Tragerschicht 1, einer porosen Membran 2a fur 
die Blutgruppenbestimmung, einer von Membran 2a sich unterscheidenden poro- 
sen Membran 2b fiir die Serumgegenprobe, den Absorptions-Pads 3 a und 3b, ei- 
nem dreidimensionalen, in Trogform ausgefiihrten Dichtelement 4, und einem 
Konjugat-Pad 6 bestehen. Die Probenaufgabezone erstreckt sich uber beide poro- 

10 sen Membranen mit der Probenaufgabezone 5a der Membran 2a und der Proben- 
aufgabezone 5b der Membran 2b und wird durch das in Trogform ausgefiihrte 
Dichtelement 4 von den iibrigen Flachen der Membranen 2a und 2b separiert. Die 
Membran 2a enthalt den Indikatorzonenbereich 7a mit den von proximal nach 
distal diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I- VI, wahrend die Membran 

15 2b den Indikatorzonenbereich 7b mit den von proximal nach distal diagonal ver- 
setzt angeordneten Indikatorzonen VII-DC enthalt. 



Beispiele 

20 
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Beispiel 1: Simultane Blutgmppenbestimmung (direkter Assay) und Serumge- 
genprobe (direkter Bindungsassay) 

Herstellung der Teststreifen: 

Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich 
5 und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 
werden in Streifen auf eine Grofle von 15 mm x 35 mm (Breite/Lange; x/y) zu- 
rechtgeschnitten und auf eine Tragerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) auf- 
geklebt. Diagonal versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indi- 
katorzonenbereiche „Serumgegenprobe" (proximal zur Aufgabezone angeordnet) 
10 und Blutgruppenbestimmung (distal zur Aufgabezone angeordnet) aufteilt, je 0,2 
\l\ Punkte der verschiedenen Bindungselemente unter Verwendung eines Dispen- 
sers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: 

Indikatoizonenbereich „Serumgegenprobe" - Suspensionen von Erythrozyten- 
Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al, Blutgruppe A2, Blutgruppe B und Blut- 

15 gruppe 0 (hergestellt aus Erythrozytenkonzentraten) sowie Anti-human IgG/IgM 
Antikorper (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) 
als Kontrolle; Indikatorzonenbereich ,JBlutgruppenbestimmung" - Anti-A Anti- 
korper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B AntikSrper - Klon ES-4 
(Serologicals, NCA0201); Anti-AB AntikSrper - Klone AB6, AB26, AB92 (Me- 

20 dion Diagnostics, 010062); anti-Erythrozyten Antik6rper (Rabbit IgG Fraction of 
anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Serum- 
gegenprobe" startet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al in 
Position x=2,5 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend 
25 in Abstanden von x=2,5 mm/ y=l,5 mm zur Position der Erythrozyten-Ghosts der 
Spezifikation Blutgruppe Al dispensiert. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1- 
0.5 %ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) 
Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikorper als 1:1 Gemisch in Konzentration 
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von 50 pg/ml in 15 mM KaUumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dis- 
pensiert. 

Die Positionierung der Bindungselemente des mdikatorzonenbereicb.es ,31ut- 
gruppenbestimmung" startet mit dem Anti-A Antikorper in Position x=3 mm/ 
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstanden von 
x=3 mm/ y=l,5 mm zur Position des anti-A Antikorpers dispensiert. Die Verdiin- 
nungen der AntikQrper erfolgen in 15 mM KaUumphosphatpuffer pH 7,5, 10% 
(v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikorper 1:3, anti-B Antikorper 1:2, anti-AB 
Antikorper 1:4, anti-RBC Antikorper 1:3. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschliefiend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
durchfuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
Membran urn 3 mm tiberlappendes 15x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schlei- 
cher & SchtiU, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm tiber die gesamte 
Membranbreite von der tlbrigen Membran separiert. 

Testansatz : 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fur den eigentlichen 
Test werden 100 pi unverdunntes bzw. 1:3 oder 1:6 in Verdunnungspuffer (En- 
lisstH, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdiinntes Blut in die Auf- 
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei- 
malig mit 100 pi EnlisstH gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der 
Membran zu entfernen. Im Anschlufl werden 50 pi anti-IgG/A/M konjugierte 
Goldpartikel (20 bis 40 ran, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, 
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdttnnt in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, auf 
die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel konnen auch farbige, 100 
bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab Fran- 
ce/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die 
Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 100 pi Enlisstll gewaschen. 
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Ergebnis: 

(2l\ Kontrollen: Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone 
DC, Indikatorzonenbereich ,31utgruppenbestimmung' fi ) ein deutlich positives Si- 
gnal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone V, 
5 Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe") charakteristisch purpura (Goldparti- 
kel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. 

(b) Testereebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut- 
gmppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo- 
nenbereich „Blutgmppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die fast weisse 

10 Hintergrundfirbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti- 
nine sind im Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe" durch das charakteristi- 
sche Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte oder in der Farbe der ver- 
wendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind 
keine sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu 

15 erkennen. 

Beispiel 2: Simultanbestimmung von Blutgruppen (direkter Assay) und Serumge- 
genprobe (Kompetitionsassay) 

H erstellung der Teststreifen: 

20 Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, zwei Indikatorzonenbereichen 
zu beiden Seiten der Aufgabezone und zwei Absorptionsbereichen. Membranen 
der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 und HiFlow Plus 140 werden in Streifen auf 
eine GrtJBe von 15 mm x 20 mm (Breite/LSnge; x/y) zurechtgeschnitten und ne- 
beneinander auf eine Tragerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) aufgeklebt. 

25 Auf der HiFlow Plus 140 Membran wird zusatzlich ein Konjugat Pad, in das anti- 
A/anti-B/anti-H konjugierte Goldpartikel eingetrocknet sind, so aufgebracht, dass 
es sich zwischen Dichtelement (Klebestreifen) und Indikatorzonen befindet. An- 
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stelle der Goldpartikel konnen auch farbige, 100 bis 400 nm Polystyrolpartikel 
verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Diagonal versetzt 
werden im Indikatorzonenbereich ^lutgmppenbestimmung", der sich auf der 
HiFlow Plus 065 Membran befindet, je 0,2 fd Punkte folgender Bindungselemente 
5 unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: Anti-A 
Antikorper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B AntikOrper - Klon 
ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikorper - Klone AB6, AB26, AB92 
(Medion Diagnostics, 010062); anti-Erythrozyten AntikSiper (Rabbit IgG Fracti- 
on of anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

10 In gleicher Weise werden im Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe", der sich 
auf der HiFlow Plus 140 Membran befindet, - Suspensionen von Erythrozyten- 
Ghosts der Blutgruppe A, Blutgruppe B und Blutgruppe 0 (hergestellt aus E- 
rythrozytenkonzentraten) aufgetragen. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Serum- 
15 gegenprobe" startet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A in 
Position x=3 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in 
Abstanden von x=3 mm/ y=l,5 mm zur Position der Erythrozyten-Ghosts der 
Spezifikation Blutgruppe A dispensiert. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1- 
0.5 %ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) 
20 Methanol dispensiert. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Blut- 
gruppenbestimmung" startet mit dem Anti-A Antikorper in Position x=2,5 mm/ 
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstanden von 
x=2 mm/ y=l,5 mm zur Position des anti-A Antikorpers dispensiert. Die Verdiin- 
25 nungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% 
(v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A AntikSrper 1:3, anti-B Antikorper 1:2, anti-AB 
Antikorper 1:4, anti-RBC AntikQrper 1:3. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschliefiend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
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durchfuhrung aufbewahrt. An den beiden zur Aufgabezone distalen Enden wird 
ein mit der Membran urn 3 mm tiberlappendes 15x15 mm grofles Absorptions-Pad 
(Schleicher & Schtill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben 
eines 1-2 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm tiber die 
5 gesamte Membranbreite von der tibrigen Membran separiert. 

Testansatz : 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fiir den eigentlichen 
Test werden 100 fil unverdiinntes bzw. 1:3 oder 1:6 in Verdiinnungspuffer (En- 
lisstn, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdiinntes Blut in die Auf- 
10 gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei- 
malig mit 100 jjl! Enlisstn gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der 
Membran zu entfernen. 

Ergebnis: 

(a) Kontrollen: Der Test ist gttltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzonen- 
15 bereich ,JBlutgruppenbestimmung 6C ) ein deutlich positives Signal (Roter Punkt) 
zeigt und wenn die Erythrozyten-Blutgruppe 0 Kontrolle (Lidikatorzonenbereich 
„Serumgegenprobe") charakteristisch purpurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der 
verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. 

Co) Testereebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut- 
20 gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo- 
nenbereich ,31utgruppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die fast weisse 
Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti- 
nine sind im Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe" durch das Fehlen der 
entsprechenden Bande gekennzeichnet. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins ist 
25 die entsprechende Bande charakteristisch angeffirbt. 
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Beispiel 3: Simultane Blutgmppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikor- 
persuch-Test bei Empfangern 

Herstellung der Teststreifen: 

Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich 
5 und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 
werden in Streifen auf eine GroBe von 20 mm x 35 mm (Breite/Lange; x/y) zu- 
rechtgeschnitten und auf eine Tragerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) auf- 
geklebt. Diagonal versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indi- 
katorzonenbereiche „Serumgegenprobe/ Antikorpersuche" (proximal zur Aufga- 
10 bezone angeordnet) und ,31utgruppenbestimmung u (distal zur Aufgabezone an- 
geordnet) aufteilt, je 0,2 fil Punkte der verschiedenen Bindungselemente unter 
Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: 

Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe/Antikorpersuche" - Suspensionen von 
Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al, Blutgruppe A2, Blutgrup- 

15 pe B, Blutgruppe 0, Blutgruppe 0 Rh-Formel RiRi W (Suchzelle 1), Blutgruppe 0 
Rh-Formel R2R2 (Suchzelle 2), Blutgruppe 0 Rh-Formel R1R1 (Suchzelle 3), so- 
wie Anti-human IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, I- 
3382, 1-0759) als Kontrolle; Indikatorzonenbereich „Blutgruppenbestimmung <t - 
Anti-A Antikfiiper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikflrper - 

20 Klon ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikorper- (Klone AB6, AB26, 
AB92 (Medion Diagnostics, 010062); anti-Erythrozyten Antikorper (Rabbit IgG 
Fraction of anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches Serum- 
gegenprobe" startet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al in 
25 Position x=3 mm/ y=10 mm, die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts der Spe- 
zifikation Blutgruppe A2, B, 0 folgt iterierend in Abst&iden von x=2 mm/ y=l,5 
mm. Die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts der Suchzelle 1 erfolgt in Posi- 
tion x=ll mm/ y=10 mm, die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts der Such- 
zellen 2 und 3 sowie des humanen IgG/IgM iterierend in AbstSnden von x=2 mm/ 
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y=l,5 mm. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1-0.5%ige (v/v) Suspensionen 
in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol, die anti-human 
IgG/IgM Antikorper als 1:1 Gemisch in Konzentration von 50 ug/ml in 15 mM 
Kahumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 

5 Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Blut- 
gruppenbestimmung" startet mit dem Anti-A AntikSrper in Position x=4 mm/ 
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstanden von 
x=4 mm/ y=l,5 mm zur Position des anti-A AnnkSrpers dispensiert. Die Verdttn- 
nungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kahumphosphatpuffer pH 7,5, 10% 

10 (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A AntikSrper 1 :3, anti-B Antikorper 1 :2, anti-AB 
Antikorper 1:4, anti-RBC Antikorper 1:3. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschliefiend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
durchfflhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
15 Membran urn 3 mm Uberlappendes 20x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schlei- 
cher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm liber die gesamte 
Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

20 Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fur den eigentlichen 
Test werden 120 ul unverdilnntes bzw. 1:3 oder 1:6 in Verdttnnungspuffer (En- 
lisstH, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdunntes Blut in die Auf- 
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei- 
malig mit 120 p.1 Enlissffl gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der 

25 Membran zu entfemen. Im AnschluB werden 75 ul anti-IgG/A/M konjugierte 
Goldpartikel (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, 
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdUnnt in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, auf 
die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel kbnnen auch farbige, 100 
bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab Fran- 
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ce/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die 
Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 120 nl EnlisstE gewaschen. 

Ergebnis: 

(a> Kontrollea: Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone 
5 XII, Indikatorzonenbereich ,,Blutgmppenbestimmung €< ) ein deutlich positives Si- 
gnal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone 
VIII, Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe/Antik6rpersuche") charakteri- 
stisch pupuni (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel 
gefarbt ist. Die anti-IgG/IgM-Kontrolle muss in jedem Fall angefarbt sein, so dass 
10 bei einer Person mit Blutgruppe AB, die keine irregularen Antikorper hat, die An- 
Srbung dieser Indikatorzone bei vOlliger Abwesenheit anderer Signale im Indi- 
katorzonenbreich „Serumgegenprobe/Antik6rpersuche" auf eine korrekte Test- 
durchflihrung verweist. Die Indikatorzone IV (Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0) 
ist eine negative Kontrolle fur Isoagglutinine. Eine Anfarbung dieser Indikatorzo- 
15 ne bedeutet, dass neben Isoagglutininen auch irregulare Antikorper vorhanden 
sein miissen, d. h. dass mindestens eine der drei Indikatorzonen V, VI, VII eben- 
falls angefarbt sein muss. Ist dies nicht der Fall, so ist der Test ungiiltig. 

(K\ Testereebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut- 
20 gruppenantigene erscheinen an den entspreehenden Positionen im Indikatorzo- 
nenbereich ,^lutgruppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die fast weisse 
HintergrundfSrbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti- 
nine sind im Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe" durch das charakteristi- 
sche Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Piinkte oder in der Farbe der ver- 
25 wendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind 
keine sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu 
erkennen. Bei Vorhandensein eines irregularen Antikorpers sind ein, zwei oder 
alle drei der Indikatorzonen mit den Erythrozyten-Ghosts der Suchzellen 1, 2 oder 
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3 durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel angefarbt oder in der Farbe 
der verwendeten Polystyrolpartikel erkennbar. 



5 Beispiel 4: Simultane Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikor- 
persuch-Test fur Spender 

Herstellune der Teststreifen: 

Der grundsatzliche Aufbau der Teststreifen entspricht dem Teststreifenaufbau in 
Beispiel 2. Das Format der Millipore HiFlow Plus 065 Membran betrSgt 15 mm x 
10 35 mm (Breite/Lange; x/y). Der Indikatorzonen des Indikatorzonenbereiches 
blutgruppenbestimmung" entsprechen dem Beispiel 2. Im Indikatorzonenbereich 
„Serumgegenprobe/Antik6rpersuche" werden je 0,2 ^l Punkte der folgenden Bin- 
dungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) dis- 
pensiert: 

15 Suspensionen von Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al, Blut- 
gruppe A2, Blutgruppe B, Blutgruppe 0, Erythrozytenghosts aus einem Gemisch 
der Suchzellen 1-3 (siehe Beispiel 2), sowie Anti-human IgG/IgM (Goat anti hu- 
man IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) als Kontrolle. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Serum- 
20 gegenprobe/Antikorpersuche" startet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation 
Blutgruppe Al in Position x=2,5 mm/ y=10 mm, die Positionierung der Erythro- 
zyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A2, B, 0 iterierend in Abstanden von 
x=2 mm/ y=l,5 mm. Die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts des Gemisches 
der Suchzellen 1-3 erfolgt in Position x=10,5 mm/ y=13 mm, die des humanen 
25 IgG/IgM in Position x=12,5 mm/ y=14,5 ram. Die Erythrozyten-Ghosts werden 
als 0.1-0.5%ige (v/v) Suspensionen in 15 mM KaUumphosphatpuffer pH 7,5, 10% 
(v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM AntikSrper als 1:1 Gemisch in Konzent- 
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ration von 50 |xg/ml in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Metha- 
nol dispensiert 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzoneribereiches „Blut- 
grappenbestimmung" startet mit dem Anti-A Antikfirper in Position x=3 mm/ 
5 y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches werden 
iterierend in Abstanden von x=3 mm/ y=l,5 mm zur Position des anti-A Antikor- 
pers dispensiert. Die Verdtinnungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kalium- 
phosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikorper 1:3, 
anti-B Antikorper 1:2, anti-AB Antikorper 1:4, anti-RBC Antikorper 1:3. 

10 Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luflfeuchte bis zur Test- 
durchfiihrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
Membran urn 3 mm iiberlappendes 15x15 mm grofies Absorptions-Pad (Schlei- 
cher & Schull, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 

15 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm fiber die gesamte 
Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

Der Testansatz entspricht dem Ansatz in Beispiel 1 . 
Ergebnis: 

20 (a) Kontrollen: Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone 
X, Indikatorzonenbereich „Blutgruppenbestimmung << ) ein deutlich positives Si- 
gnal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone VI, 
Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe/Antik6rpersuche") charakteristisch 
pupurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel ge- 

25 farbt ist. Die anti-IgG/IgM-Kontrolle muss in jedem Fall angefarbt sein, so dass 
bei einer Person mit Blutgruppe AB, die keine irregularen Antikdrper hat, die An- 
farbung dieser Indikatorzone bei vGlliger Abwesenheit anderer Signale im Indi- 
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katorzonenbreich „Serumgegenprobe/Antik6rpersuche" auf eine korrekte Test- 
durchftthrung verweist. Die Indikatorzone IV (Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0) 
ist eine negative Kontrolle. Eine Anfdrbung dieser Indikatorzone bedeutet, dass 
neben Isoagglutininen auch irregulare AntikSrper vorhanden sein mtissen, d. h. 
5 dass mindestens eine der drei Indikatorzonen V, VI, VII ebenfalls angefarbt sein 
muss. Ist dies nicht der Fall, so ist der Test ungilltig. 

(b) Testergebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut- 
gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo- 
nenbereich ,31utgrappenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die fast weisse 

10 Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti- 
nine sind im Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe" durch das charakteristi- 
sche Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte oder in der Farbe der ver- 
wendeten Polystyrolpartikel erkermbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind 
keine sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu 

15 erkennen. Bei Vorhandensein eines irregularen Antikorpers sind ein, zwei oder 
alle drei der Indikatorzonen mit den Erythrozyten-Ghosts der Suchzellen 1, 2 oder 
3 durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel angefarbt oder in der Farbe 
der verwendeten Polystyrolpartikel erkennbar. 

20 

Beispiel 5: Simultane Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Infektionsmar- 
kern 

Herstellung der Teststreifen: 

25 Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich 
und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 
werden in Streifen auf eine GroiJe von 15 mm x 35 mm (Breite/Lange; x/y) zu- 
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rechtgeschnitten und auf eine Tragerschicht (Backing Sheet z. B. von G&L) auf- 
geklebt. Diagonal versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indi- 
katoxzonenbereiche ..Nachweis von Infektionsmarkern" (proximal zur Aufgabe- 
zone angeordnet) und ,31utgruppenbestimmung" (distal zur Aufgabezone ange- 
5 ordnet) aufteilt, je 0,2 /xl Punkte der verschiedenen Bindungselemente unter Ver- 
wendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: 

Indikatorzonenbereich „Nachweis von Infektionsmarkern" - Losungen rekombi- 
nanter Antigene (Syphilis; TpN 15, TpN 17, TpN 47), synthetischer Peptide aus 
Sequenzen der Glykoproteine gp-14, gp-41 (fflV-1; HTV-O) und gp-36 (HTV-2), 

10 rekombinante HCV Antigene (C-100, C-200, C33c, C22), monoklonale Antikor- 
per (HBsAg) sowie Anti-human IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat and human 
IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) als Kontrolle; Indikatorzonenbereich ,31utgruppen- 
bestimmung" - Anti-A Antikorper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti- 
B Antikorper - Klon ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikorper - Klone 

15 AB6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 010062); Anti-D Antikorper - Klone 
LDM3/ESD1 (SNBTS), Anti-CDE AntikSrper - Klone MS-24/MS-201/MS 
80/MS-258 (Serologicals), Anti-Erythrozyten AntikSrper (Rabbit IgG Fraction of 
anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,J^achweis 
20 von Infektionsmarkern" startet mit synthetischen Peptiden der Spezifitat HTV-1 
(gp-14, gp-41) in Position x=2,5 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bindungselemente 
werden iterierend in Abstanden von x=2 mm/ y=l,5 mm zur Position der Indika- 
torzone I dispensiert Die Bindungselemente der Indikatorzonen I-V werden in 
geeigneten Konzentrationen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) 
25 Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikorper in einer Konzentration von 50 
ug/ml in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Blut- 
gruppenbestimmung" startet mit dem Anti-A AntikSrper in Position x=2,5 mm/ 
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches werden 
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iterierend in Abstiinden von x=2 mm/ y=l,5 mm zur Position des anti-A Antikor- 
pers dispensiert. Die Verdunnungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kalium- 
phosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A AntikSrper 1:3, 
anti-B AntikOiper 1:2, anti-AB Antikorper 1:4, anti-RBC Antikflrper 1:3. 

5 Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente Sir 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschlieflend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
durchfiihrung aufbewahrt Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
Membran urn 3 mm tiberlappendes 15x15 mm grolJes Absorptions-Pad (Schlei- 
cher & Schull, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 

10 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm tiber die gesamte 
Membranbreite von der tibrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet Fur den eigentlichen 
Test werden 100 |xl unverdunntes bzw. 1:3 bzw. 1:6 in VerdiinnungspufFer (En- 
15 lisstn, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdunntes Blut in die Auf- 
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei- 
malig mit 100 ^1 EnlisstH gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der 
Membran zu waschen. 

Im AnschluB werden 50 ^1 eines Gemisches aus anti-IgG/A/M konjugierten 
20 Goldpartikeln (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, 
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdunnt in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, 
sowie anti-HbsAg konjugierten Goldpartikeln (Arista Biologicals, ABHBS-0500) 
in geeigneter Verdtinnung auf die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Gold- 
partikel konnen auch farbige, 100 bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet wer- 
25 den, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Wenn diese die Aufgabezone ver- 
lassen haben, wird die Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 100 \i\ En- 
lisstll gewaschen. 

Ergebnis: 
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Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone XII, Indikatorzo- 
nenbereich ,,BlutgrappenbestmTinung") ein deutlich positives Signal (Roter 
Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone VI, Indikator- 
zonenbereich „Nachweis von Infektionsmarkern") cbarakteristisch pupum (Gold- 

5 partikel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. J e nach 
Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blutgruppenantigene erscheinen an 
den entsprechenden Positionen rote Punkte (positiv) oder die fast weisse Hinter- 
grundfarbung der Membran (negativ). Bei Vorhandensein von AntikSrpem gegen 
HIV-1, HTV-2, Syphilis bzw. von Hepatitis B surface Antigen (HBsAg) ist die 

10 jeweilige Position durch das ftir Gold-Partikel charakteristische Purpur angefarbt 
und als purpurfarbene Punkte erkennbar. Wenn Polystyrolpartikel als Indikator- 
Partikel verwendet werden, ist die jeweilige Position in der Farbe der verwendeten 
Polystyrolpartikel gefarbt. Im weitaus haufigsten Fall, namlich einer negativen 
Reaktion fur alle Infektionsmarker, wird nur die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indika- 

15 torzone VI, Indikatorzonenbereich „Nachweis von Mektionsmarkern'O angefarbt. 



Beispiel 6: Simultane Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Antikfirpem 
gegen thrombozytare Antigene 

20 Herstellung der Teststreifen: 

Der grundsatzliche Aufbau und das Format der Teststreifen entspricht dem Test- 
streifenaufbau in Beispiel 4. Der Indikatorzonenbereich untergliedert sich in die 
Ihdikatorzonenbereiche „Blutgruppenbestimmung" und ,^achweis von AntikSr- 
pem gegen thrombozytare Antigene". Es werden je 0,2 ul Punkte der folgenden 
25 Bindungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) 
dispensiert: 
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Indikatorzonenbereich „Nachweis von Antikorpem gegen thrombozytare Antige- 
ne" - Membranproteine von Thrombozyten der Blutgruppe 0 mit distinkten HPA- 
Antigenprofilen wie HPA Ibb3aa5bb und HPA Iaa3bb5aa sowie Anti-human 
IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) als 
Kontrolle; mdikatorzonenbereich .^lutgruppenbestimmung" - Anti-A Antikorper 
- Klon Binna-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikorper - Klon ES-4 (Sero- 
logicals, NCA0201); Anti-AB Antikorper - Klone AB6, AB26, AB92 (Medion 
Diagnostics, 010062); Anti-D Antikorper - Klone LDM3/ESD1 (SNBTS), Anti- 
CDE Antikorper - Klone MS-24/MS-201/MS 80/MS-258 (Serologicals), Anti- 
Erythrozyten AntikSrper (Rabbit IgG Fraction of anti Human RBC, Rockland, 
209-4139). Als Alternative zu den Membranproteinen der Thrombozyten konnen 
auch rekombinante Antigene mit den entsprechenden Merkmalsauspragungen 
(HPA-Antigenprofile) aufgetragen werden. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Nachweis 
von Antikorpem gegen thrombozytare Antigene" startet mit Membranproteinen 
Antigenprofil HPA Ibb3aa5bb in Position x=4 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bin- 
dungselemente werden iterierend in Abstanden von x=3,5 mm/ y=2 mm zur Posi- 
tion der Indikatorzone I dispensiert Die Bindungselemente der Indikatorzonen I 
und II werden in geeigneten Konzentrationen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer 
pH 7,5, 10% (v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM AntikSrper in einer Kon- 
zentration von 50 ug/ml in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Me- 
thanol dispensiert. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Blut- 
gruppenbestimmung" entspricht dem Beispiel 4. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschliefiend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
durchfuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
Membran um 3 mm iiberlappendes 15x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schlei- 
cher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 
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mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm liber die gesamte 
Membranbreite von der iibrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Ftir den eigentlichen 
5 Test werden 100 nl unverdiinntes bzw. 1:3 bzw. 1:6 in Verdiinnungspuffer (En- 
lisstll, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdtinntes Blut in die Auf- 
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei- 
malig mit 100 jal Enlisstn gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der 
Membran zu waschen. 

10 Im AnschluB werden 50 \d eines Gemisches aus anti-IgG/A/M konjugierten 
Goldpartikeln (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, 
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdunnt in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, auf 
die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel konnen auch farbige, 100 
bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab Fran- 

15 ce/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die 
Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 100 \i\ Enlisstn gewaschen. 

Ereebnis: 

Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone DC, Indikatorzo- 
nenbereich ,31utgruppenbestimmung") ein deutlich positives Signal (Roter 

20 Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone HI, Indikator- 
zonenbereich „Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene <c ) cha- 
rakteristisch pupurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polysty- 
rolpartikel gefarbt ist. Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen 
Blutgruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen rote Punkte 

25 (positiv) oder die fast weisse Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Bei 
Vorhandensein von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene ist die jeweilige 
Position durch das ftir Gold-Partikel charakteristische Purpur angefarbt und als 
purpurfarbene Spots erkennbar. Wenn Polystyrolpartikel als Indikator-Partikel 
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verwendet werden, ist die jeweilige Position in der Farbe der verwendeten Po- 
lystyrolpartikel gefSrbt 



5 
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Patentanspruche 

5 1. Vorrichtung zum gleichzeitigen und qualitativen oder quantitativen Bestim- 
men mehrerer Analyten in einer fliissigen Probe, umfassend mindestens eine 
Membran (2) mit 

- einer Aufgabezone (5) zum Auftragen der fliissigen Probe, 

- mindestens einer Gruppe von mindestens zwei Indikatorzonen, die mit 
10 dem/den Analyten in Wechselwirkung treten konnen und 

- mindestens einem Absorptionsbereich (3), welcher die Fliissigkeit nach 
Passieren der Indikatorzonen aufiiimmt, 

wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone (5) und dem Absorpti- 
onsbereich (3) liegen, dadurch gekennzeichnet, dass 
15 die Fliefirichtungen von der Aufgabezone (5) durch die jeweiligen Indikator- 
zonen einer Gruppe zu einem Absorptionsbereich (3) (FlieBspuren) im We- 
sentlichen parallel sind und mindestens zwei unterschiedliche FlieBspuren 
vorliegen. 

20 2. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Indikatorzonen so angeordnet sind, 
dass die Probenfltissigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone 
durchstromt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Indikatorzonen in einer diagonalen, 
25 V-, M-, N-formigen oder linearen Reihe angeordnet sind. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei mindestens zwei Rei- 
hen von Indikatorzonen in Fliefirichtung Kintereinander und/oder seitlich ver- 
setzt angeordnet sind und die Indikatorzonen der verschiedenen Reihen zuein- 
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ander auf Lticke angeordnet sind, so dass die Probenfliissigkeit pro FlieBspur 
nicht mehr als eine Indikatorzone durchstrSmt. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 3, wobei mindestens zwei Reihen von In- 
5 dikatorzonen in FlieBrichtung hintereinander und/oder seitlich angeordnet sind 

und die Indikatorzonen der verschiedenen Reihen zueinander nicht auf Lticke 
angeordnet sind, so dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur mehr als eine In- 
dikatorzone durchstromt. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 3, wobei mindestens 2 Gruppen von Indi- 
10 katorzonen angeordnet sind, welche von der Aufgabezone her in unterschied- 

lichen Fliessrichtungen liegen. 

7. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 1 bis 6, wobei die Indikatorzonen An- 
tikorper bzw. Antikorperfiagmente bzw. Lektine, Antigene bzw. Antigen- 

1 5 Epitope und/oder Zellen bzw. Zellfragmente umfassen. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Indikatorzonen ins- 
besondere Antikorper bzw. Antikorper-Fragmente gegen Blutgruppenantigene 
bzw. -antigen-Epitope und Membranen bzw. Zellfragmente von Blutgruppe 

20 Al, A2, B und/oder 0 Erythrozyten umfassen. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Indikatorzonen ins- 
besondere AntikOrper bzw. AntikQrper-Fragmente gegen Blutgruppenantigene 
bzw. -antigen-Epitope xmd synthetische Peptide, rekombinante Antigene 

25 und/oder Antikorper bzw. Antikorper-Fragmente gegen infektiOse Marker um- 
fassen. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Indikatorzonen ins- 
besondere Antikorper bzw. Antikflrper-Fragmente gegen Blutgruppenantigene 

30 bzw. -antigen-Epitope und Fragmente von Thrombozyten und/oder Lympho- 
zyten umfassen. 
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1 1 . Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei die Membran oder die 
Membranen (2) vorzugsweise aus Polyethylen, Nitrozellulose oder Nylon, be- 
stehen. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 1 1, wobei hinter der Aufgabezo- 
ne (5) und vor den Indikatorzonen auf der Membran (2) mindestens ein Dicht- 
element (4) angeordnet ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei hinter dem Dichtele- 
ment (4) und vor den Indikatorzonen mindestens ein Konjugat-Pad aufge- 
bracht ist. 

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei die Komponenten der 
Vorrichtung zur mechanischen Verstarkung auf eine Tragerschicht (1) aufge- 
bracht sind. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei die Komponenten der 
Vorrichtung in einem GehSuse integriert sind. 

16. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 1 1 zur Analyse 
von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfuhrung der Blutgruppenbestim- 
mung und Serumgegenprobe und/oder Antik6rpersuch-Test. 

17. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zur Analyse 
von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfiihrung der Blutgruppenbestim- 
mung und des Nachweises von infektionsserologischen Markern bzw. Frag- 
menten davon. 

18. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zur Analyse 
von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfuhrung der Blutgruppenbestim- 
mung und des Nachweises von Antikorpern gegen Blutzellen, insbesondere 
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anti-Thrombozyten oder anti-Lymphozyten Antikorper, bzw. jeweils Frag- 
menten davon. 

19. Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten oder deren Derivate in einer 
5 • fltissigen Probe, umfassend: 

das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone (5) mindestens einer Memb- 
ran (2) der Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspriiche 1 bis 
15, wobei diese Probe in ausreichender Menge vorliegt, urn die Proben- 
10 fltissigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich (3) durch 

die Indikatorzonen zu flieBen und um die Analyten oder ihre Derivate in 
der Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikatorzonen einen 
Komplexzubilden. 

15 20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die Analyte oder deren Derivate Blut- 
gruppenantigene bzw. -antigen-Epitope, gegen Blutgruppenantigene gerichtete 
Antikorper bzw. Fragmente davon, gegen Thrombozyten- oder Leukozyten 
gerichtete Antikorper bzw. Fragmente davon oder gegen infektiose Agenzien 
gerichtete Antikorper bzw. Fragmente davon oder Antigene infektioser Agen- 

20 zien bzw. Antigen-Epitope sind. 

21. Verfrhren nach Anspruch 19 oder 20, wobei die Analyte oder deren Derivate 
insbesondere Antigene bzw. Antigen-Epitope der Blutgruppensysteme ABO, 
Rh und Kell umfassen. 

25 

22. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, wobei die Analyte oder deren Derivate 
insbesondere Antikorper bzw. Fragmente davon gegen Thrombozyten 
und/oder Lymphozyten umfassen. 

30 23. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, wobei die Analyte oder deren Derivate 
insbesondere Antikorper bzw. Fragmente davon gegen bakterielle und/oder vi- 
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rale Agenzien bzw. virale oder bakterielle Antigene bzw. Antigen-Epitope 
umfassen. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 23, wobei die flttssigen Proben 
5 vorzugsweise aus Vollblut, Blutzell-Kqnzentrat, Serum, Plasma und/oder 

Testfltissigkeit, beispielsweise Kontrollserum oder Kontrollzellen, bestehen. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 24, wobei mindestens zwei Sor- 
ten Indikatorpartikel verwendet werden, von denen mindestens eine Sorte E- 

10 rythrozyten sind. 
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